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Resumo 
Em patologias amiloidóticas, como a doença de Alzheimer, Encefalopatias 
Espongiformes e a Polineuropatia Amiloidótica Familiar, proteínas normalmente solúveis 
sofrem alterações conformacionais e agregam sob a forma de fibras amilóides altamente 
estáveis, mas insolúveis. Fibras amilóides formadas pela proteína homotetramérica plasmática 
Transtirretina (TTR) são responsáveis por três doenças amilóides: Polineuropatia Amiloidótica 
Familiar (PAF), Cardiomiopatia Amiloidótica Familiar (CAF) e Amiloidose Senil Sistémica (ASS). 
A ASS é causada pela proteína normal (TTR-WT), enquanto que nas outras doenças as fibras 
amilóides são constituídas maioritariamente por variantes de TTR. O processo de formação de 
fibras amilóides pela TTR é iniciado pela dissociação da estrutura tetramérica nativa da TTR 
em intermediários monoméricos não-nativos que agregam até à formação de fibras amilóides.  
Este trabalho surge no sentido de caracterizar cineticamente as várias etapas do 
processo de agregação da TTR-WT, desde a formação do intermediário monomérico 
amiloidogénico até à formação das fibras amilóides, partindo de monómeros desnaturados a 
pH 2,0. O processo de agregação de TTR-WT foi iniciado pela adição de NaCl 100 mM aos 
monómeros desnaturados. Este processo pode ser dividido em duas fases principais. Na fase 
inicial, os monómeros desnaturados sofrem uma mudança conformacional originando um 
monómero parcialmente desnaturado e mais compacto (molten globule) susceptível a agregar 
em pequenos oligómeros. A monitorização desta fase inicial foi seguida por dicroismo circular 
(CD) no UV-longínquo e próximo, fluorescência e cromatografia de exclusão molecular 
acoplada a um detector multiangular de dispersão da luz (SEC-MALLS). Os dados 
experimentais mostram que são necessários dois passos cinéticos para descrever o 
mecanismo desta fase inicial do processo de agregação da TTR, com a formação de um 
intermediário (molten globule). Assim, o mecanismo cinético mais simples proposto para esta 
primeira fase no processo de agregação é constituído por três estados: U  MG  SA, onde U 
representa o monómero desnaturado, MG o molten globule e SA pequenos agregados 
solúveis. O ajuste de uma função aos pontos experimentais permitiu a obtenção das 
constantes de velocidade, em que a formação dos pequenos agregados é o passo 
determinante deste mecanismo e é dependente da concentração de proteína. 
Depois da formação dos primeiros agregados, o progresso da agregação foi seguido por 
CD no UV-longínquo. Os resultados experimentais obtidos demonstram a existência de um 
mecanismo de nucleação seguido do crescimento rápido destes núcleos até à formação de 
fibras amilóides. Nesta fase de agregação, foi usado o modelo cinético de Finke-Watzky de 
dois passos: SA  A; SA + A  2A, onde A representa agregados de elevado peso molecular. 
O ajuste de uma função aos pontos experimentais permitiu a obtenção das respectivas 
constantes de velocidade. A confirmação da formação de fibras amilóides foi feita através de 
microscopia electrónica de transmissão (TEM) e por recurso a ensaios com Tioflavina-T (Th-T), 
uma sonda fluorescente tradicionalmente usada para a detecção de fibras amilóides em 
solução. 
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Abstract 
In amyloidogenic diseases such as Alzheimer’s, Spongiform Encephalophaties, and 
Familial Amyloid Polyneuropathy, normally soluble proteins undergo conformational changes 
and aggregate into insoluble and highly stable amyloid fibrils. Amyloid fibrils formed by the 
homotetrameric plasma protein Transthyretin (TTR) are implicated in three amyloid pathologies: 
Familial Amyloid Polyneuropathy (FAP), Familial Amyloid Cardiomyopathy (FAC) and Senile 
Systemic Amyloidosis (SSA). Amyloid fibrils in SSA are derived from wild-type transthyretin  
(WT-TTR), while in FAP and FAC are mostly constituted by TTR variants. Amyloid fibril 
formation by TTR is a process initiated by the dissociation of the native tetrameric TTR to non-
native monomeric intermediates which are prone to aggregate into amyloid fibrils. 
The present work aims at characterizing the kinetics of the aggregation process of  
WT-TTR, from the formation of the amyloidogenic monomeric intermediate until the formation of 
amyloid fibrils formation. The aggregation process was triggered by the addition of 100 mM 
NaCl to the unfolded monomers at pH 2.0. This process can be divided in two stages. In the first 
stage, the unfolded monomers undergo a conformational change producing partially unfolded 
compact monomers (molten globule) that assemble into small aggregates. To follow this first 
stage we have used circular dichroism (CD) in the far and near-UV, fluorescence and size 
exclusion chromatography coupled to a multi-angle laser light scattering instrument  
(SEC-MALLS). The experimental data shows that it is necessary two steps to describe the 
kinetic mechanism of this initial stage of TTR aggregation, with the formation of one 
intermediate (molten globule). Thus, the simplest kinetic mechanism proposed for this first 
aggregation stage is constituted by a three-state process: U  MG  SA, where U represents 
the unfolded monomer, MG represents the molten globule and SA represents the soluble small 
aggregates. Fitting a function to the experimental data allowed the determination of the rate 
constants of each step, with the formation of the small aggregates being dependent on protein 
concentration.  
After the formation of the first aggregates, the aggregation process was followed by CD in 
the far-UV. The mechanism derived from the experimental results shows the existence of a 
nucleation step followed by a rapid growth step yielding amyloid fibrils. In this aggregation stage 
the Finke-Watzky two-step kinetic model was used: SA  A; SA + A  2A, where A represents 
high molecular weight aggregates. Fitting a function to the experimental data allowed the 
determination of the respective rate constants. To confirm the presence of amyloid fibrils, 
assays were performed by transmission electron microscopy (TEM) and thioflavin-T (Th-T) 
fluorescence, a dye that is typically used for the detection of amyloid fibrils in solution.   
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1.1 Amiloidogénese 
O termo amilóide surge em 1854 por Rudolf Virchow ao analisar os depósitos 
presentes em tecidos de pacientes com determinadas patologias (Virchow, 1854). 
Estes depósitos tinham a particularidade de apresentarem uma coloração com iodo 
semelhante ao amido (amylum em latim) (Sipe e Cohen, 2000). Hoje em dia, sabe-se 
que esta substância é maioritariamente formada por agregados de proteínas, no 
entanto continua a usar-se o termo amilóide por razões históricas (Cohen e Connors, 
1987). As patologias associadas à deposição extracelular de amilóide denominam-se 
por amiloidoses. Nestas doenças, proteínas normalmente solúveis sofrem alterações 
conformacionais e agregam sob a forma de fibras amilóides insolúveis altamente 
estáveis (Sunde et al., 1997). Estas patologias podem ser classificadas segundo a 
localização dos depósitos amilóides no corpo humano por amiloidoses sistémicas, em 
que os depósitos são encontrados em diversos órgãos, e por amiloidoses localizadas, 
no caso em que os depósitos são confinados apenas a um órgão ou tecido específico 
(Chiti e Dobson, 2006).  
Actualmente, já foram identificadas aproximadamente 30 proteínas humanas 
diferentes com tendência para formar agregados insolúveis amilóides. Na Tabela 1.1 
apresentam-se alguns exemplos de proteínas precursoras e as suas respectivas 
patologias amiloidóticas associadas e no Anexo I, encontra-se uma lista mais 
pormenorizada da mesma. 
 
 
Tabela 1.1: Exemplos de Amiloidoses. Alguns exemplos de proteínas precursoras de amilóide e 
respectivas patologias associadas. 
 
Proteína Patologia / Sistémica (S) ou Localizada (L) 
Transtirretina 
(TTR) 
Polineuropatia Amiloidótica Familiar  / (S) 
Amiloidose Senil Sistémica  / (S) 
Cardiomiopatia Amiloidótica Familiar  / (L) 
Proteína Percursora de 
Amilóide-β (AβPP) Doença de Alzheimer  / (L) 
Apolipoproteína Sérica 
(AA) 
Tuberculose  / (S) 
Osteomielite  / (S) 
Artrite Reumatóide  / (S) 
Proteína Priónica Encefalopatias Espongiformes  / (L) 
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1.1.1 Formação e Estrutura de Fibras Amilóides 
As proteínas estão envolvidas na maioria dos processos importantes nos 
sistemas biológicos exercendo uma diversidade de funções vitais. Após a sua síntese 
nos ribossomas, cada proteína organiza-se numa estrutura tridimensional específica 
para ser capaz de desempenhar a sua função biológica. A falha de uma proteína em 
dobrar correctamente ou de manter a sua estrutura tridimensional nativa está 
associada a diversas doenças, nomeadamente as amiloidoses (Dobson, 2003; Jahn e 
Radford, 2008).  
 
 
 
Figura 1.1: Representação esquemática de diferentes mecanismos para a formação de fibras 
amilóides. Após a sua síntese nos ribossomas, a cadeia polipeptídica organiza-se numa estrutura 
tridimensional nativa que corresponde à forma funcional da proteína. Quando a proteína não se organiza 
correctamente ou não mantém a estrutura nativa, podaem gerar-se agregados que levam à formação de 
fibras amilóides (Chiti e Dobson, 2006). 
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Geralmente, a formação de fibras amilóides ocorre segundo um mecanismo de 
nucleação seguido de um mecanismo de crescimento. A nucleação é traduzida por 
uma fase inicial (lag phase) que corresponde ao tempo necessário para a formação de 
um intermediário de nucleação amiloidogénico (núcleo). Uma vez que o intermediário 
de nucleação seja formado, segue-se o crescimento rápido deste até à formação de 
fibras amilóides por associação de monómeros ou oligómeros com o núcleo (Rochet e 
Lansbury Jr, 2000; Chi et al., 2003; Chiti e Dobson, 2006). 
Análise por microscopia electrónica de fibras amilóides de várias proteínas, 
associadas a diversas patologias, mostra que as fibras são formadas por 2 ou mais 
filamentos elementares, designados por protofilamentos, que se associam num arranjo 
mais ou menos helicoidal formando a fibra madura de estrutura rígida, não ramificada, 
com 70 a 130 Å de diâmetro e comprimento variável. Cada protofilamento apresenta 
um diâmetro de 25 a 50 Å (Figura 1.2) (Serpell et al., 1995, 2000). Estudos realizados 
por difracção de raios-X em fibras amilóides revelaram uma estrutura rica em folha-β, 
na qual as cadeias polipeptídicas formam cadeias-β orientadas perpendicularmente ao 
eixo maior da fibra, resultando numa série de folhas-β que se propagam ao longo da 
fibra. A torção das cadeias-β faz com que estas adquiram um arranjo helicoidal (Sunde 
et al., 1997) (Figura 1.2).  
Todas as fibras amilóides têm características tintoriais únicas, resultantes da 
interacção com corantes como Tioflavina-T (Vassar e Culling, 1959) e Congo Red 
(Puchtler et al., 1962). 
 
     
 
 
Figura 1.2: Representação esquemática da organização estrutural de um protofilamento e de uma 
fibra amilóide. (A) Modelo estrutural de um protofilamento, onde as folhas-β formam um arranjo helicoidal 
com as cadeias-β perpendiculares ao eixo longo do protofilamento (seta tracejado). À direita encontra-se 
uma secção transversal do protofilamento (Blake e Serpell, 1996). (B) Modelo estrutural de uma fibra 
amilóide com quatro protofilamentos representados a vermelho, azul, amarelo e verde. O protofilamento 
constitui a unidade base das fibras amilóides com estrutura em folha-β (Jimenez et al., 2002). 
 
(A) 
(B) 
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1.1.2 Toxicidade dos Oligómeros 
A estrutura e as propriedades das fibras amilóides têm sido alvo de muito estudo 
nos últimos anos, pois acreditava-se que eram a causa directa da toxicidade 
encontrada nas células nas diferentes formas de amiloidose (Cohen e Jones, 1993). 
Recentemente, tem crescido o interesse em estudar oligómeros solúveis formados na 
fase inicial do processo de fibrilização. Em muitas amiloidoses estas espécies 
moleculares de baixo peso molecular, também referidas como agregados solúveis ou 
protofibrilas, foram consideradas como as mais tóxicas para as células (Behl et al., 
1994; Ando et al., 1997; Conway et al., 2000). Nesta perspectiva, sugere-se que as 
fibras amilóides têm um efeito protector ao removerem os agregados tóxicos das 
células, uma vez que são não-tóxicas (Andersson et al., 2002).  
 
 
 
1.2 Transtirretina 
A transtirretina (TTR) é uma das mais de vinte proteínas humanas associadas 
com doenças amilóides. É secretada para o fluído cérebro-espinal (CSF) pelo plexus 
coróide do cérebro (Dickson et al., 1985) e para o plasma pelos hepatócitos (fígado) 
(Felding e Fex, 1982).  
 
 
1.2.1 Estrutura 
A estrutura tridimensional da transtirretina humana foi inicialmente determinada 
por Colin Blake e seus colaboradores (Blake et al., 1971, 1974, 1978). Com o avançar 
dos anos, estruturas com maior resolução foram resolvidas, inclusive de variantes da 
TTR, de diferentes espécies animais e de complexos com ligandos. Actualmente, 
estão disponíveis na PDB (Protein Data Bank) mais de 150 estruturas de TTR. 
A transtirretina é uma proteína que, em condições fisiológicas, adopta uma 
estrutura homotetramérica constituída por 127 aminoácidos em cada uma das suas 
quatro subunidades (Figura 1.3 (A, B e C)). A sua massa molecular total é de 
aproximadamente 55 kDa, tendo cada subunidade aproximadamente 13,7 kDa.  
Cada uma das suas subunidades, também designadas por unidades 
monoméricas, tem um arranjo tridimensional maioritariamente em folha-β, 
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normalmente denominado por sandwich-β. Esta estrutura é composta por duas  
folhas-β de quatro cadeias-β, denominadas DAGH e CBEF (Figura 1.3 (B))  
(Blake et al., 1974, 1978; Hamilton et al., 1993). O interior de cada unidade 
monomérica é constituído maioritariamente por resíduos de aminoácidos hidrofóbicos 
constituintes das duas folhas-β. Todas as cadeias-β têm uma disposição anti-paralela, 
excepto as cadeias A e G que são paralelas entre si. Cada monómero possui ainda 
uma pequena hélice-α e sete voltas (loops) que interligam as cadeias-β (Blake et al., 
1978; Hamilton et al., 1993).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.3: Representação esquemática das estruturas primária, secundária e tridimensional da 
proteína transtirretina humana. (A) Estrutura primária (EP) e estrutura secundária (ES) do monómero da 
TTR com a respectiva identificação das cadeias-β de A a H a amarelo, da hélice-α a vermelho e das 
voltas a roxo. A representação (A) foi retirada da PDB, código 2PAB, segundo a estrutura cristalográfica 
de Blake et al. (1978). (B) Representação da estrutura tridimensional da subunidade da TTR com a 
respectiva identificação das cadeias-β de A a H a amarelo, da hélice-α a roxo, das voltas a azul e da 
estrutura não-organizada a branco. (C) Representação da estrutura tridimensional tetramérica onde cada 
subunidade está representada a cor diferente. As imagens (B) e (C) foram produzidas com o programa 
VMD (Humphrey et al., 1996).  
 
(A) 
(C) (B) 
A 
G 
H 
D 
F 
E 
B 
C 
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A associação anti-paralela das cadeias-β F e H de dois monómeros por meio de 
ligações de hidrogénio resulta na estrutura dimérica. O dímero de TTR é portanto 
composto pelas seguintes folhas-β: DAGHH’G’A’D’ e CBEFF’E’B’C’, onde (‘) 
corresponde a cadeias-β de um monómero diferente (Blake et al., 1978;  
Hamilton et al., 1993). 
A associação de dois dímeros de forma a obter o tetrâmero nativo, ocorre 
através de contactos hidrofóbicos e ligações de hidrogénio que se estabelecem entre 
as voltas AB, GH de cada dímero e a cadeia H. A estrutura tetramérica é a forma 
solúvel e funcional da transtirretina (Figura 1.3 (C)) (Blake et al., 1978). 
 
 
1.2.2 Função Biológica 
A TransTirRetina é na realidade uma sigla que revela a função da proteína: o 
transporte de tiroxina e retinol no plasma e no fluído cérebro-espinal. 
A tiroxina (T4) (Figura 1.4 (A)) é uma hormona produzida pela glândula tiróide e 
desempenha um papel fundamental no desenvolvimento, no metabolismo e na 
diferenciação tecidular do organismo.  
 
 
 
Figura 1.4: Representações da estrutura da tiroxina e da estrutura tridimensional da tiroxina ligada 
à TTR. (A) Estrutura química da molécula da tiroxina. (B) Estrutura tridimensional da transtirretina com a 
molécula de tiroxina ligada. Na cavidade hidrofóbica central da transtirretina são visíveis os dois locais de 
ligação com duas moléculas de tiroxina ligadas, representadas por esferas. A imagem foi produzida com o 
programa VMD (Humphrey et al., 1996). 
 
 
 
(B) 
(A) 
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A TTR é a principal transportadora da tiroxina no CSF (Herbert et al., 1986). 
Os dois locais de ligação para a tiroxina localizam-se na cavidade central e hidrofóbica 
da TTR formada pela interface entre dois dímeros (Figura 1.3 (C) e Figura 1.4 (B)) 
(Wojtczak et al., 1996). O transporte da T4 no sangue é facilitado por várias proteínas, 
incluindo a TTR, que permitem aumentar o seu tempo de meia vida, proporcionar uma 
entrega controlada aos órgãos alvo e evitar efeitos tóxicos da hormona livre quando 
está presente em concentrações elevadas na circulação (Schussler, 2000). 
O retinol é a forma activa da vitamina A (Figura 1.5 (A)) e é transportado pela 
proteína transportadora do retinol (RBP) formando um complexo 1:1 (retinol-RBP) 
(Figura 1.5 (B)) (Peterson, 1971). A ligação do retinol à RBP facilita a sua 
solubilização, o seu transporte e a sua entrega aos órgãos alvo. A estrutura do 
complexo TTR-RBP revela uma estequiometria de 2RBP:1TTR (Figura 1.5 (B)). No 
entanto, a concentração de RBP no plasma é limitada e o complexo formado in vivo 
apresenta maioritariamente uma estequiometria 1:1 (Naylor e Newcomer, 1999). A 
função da TTR neste caso é estabilizar a ligação do retinol à RBP (Yamamoto et al., 
1997).  
 
 
 
Figura 1.5: Representações da estrutura do retinol e da estrutura tridimensional da proteína 
transportadora do retinol (RBP) ligada à TTR. (A) Estrutura química da molécula do retinol. (B) 
Estrutura tridimensional do complexo proteico TTR-RBP, com retinol ligado à RBP representado por 
esferas. A imagem foi produzida com o programa VMD (Humphrey et al., 1996). 
 
 
 
(B) 
(A) 
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1.2.3 Amiloidoses associadas à Transtirretina 
Em 1952, o Professor Corino de Andrade observou em vários pacientes do norte 
de Portugal o que ele descreveu ser “uma forma peculiar de neuropatia periférica, 
histologicamente caracterizada por amiloidose generalizada” (Andrade, 1952). Esta 
doença denominada de Polineuropatia Amiloidótica Familiar (PAF), Paramiloidose ou 
mais habitualmente de Doença dos Pezinhos tem como sintomas adormecimento, 
formigueiro, falta de sensibilidade à dor e à temperatura nos membros inferiores, 
dificuldade na marcha, desordens gastro intestinais, entre outros (Andrade, 1952). A 
manifestação dos sintomas clínicos desta doença começa por volta dos 30 anos 
(Saraiva et al., 1984). No seguimento do trabalho do Professor Corino de Andrade, 
Costa e seus colaboradores identificaram a TTR como o principal componente 
presente nas fibras amilóides depositadas no sistema nervoso periférico nos pacientes 
portugueses com PAF (Costa et al., 1978).  
Actualmente, para além da PAF, existem mais duas patologias conhecidas 
causadas pela proteína transtirretina: a Amiloidose Senil Sistémica (ASS) e a 
Cardiomiopatia Amiloidótica Familiar (CAF). No caso da ASS, é a forma normal da 
proteína transtirretina (TTR-WT) a responsável por esta patologia, visto ser esta forma 
a encontrada nos depósitos de amilóide. Este tipo de amiloidose afecta cerca de 25% 
da população acima dos 80 anos sendo portanto uma doença relativamente pouco 
severa e com poucos sintomas clínicos (Westermark et al., 1990). 
As amiloidoses familiares de TTR são doenças causadas por mutações no gene 
que codifica a TTR, originando as variantes. A variante amiloidogénica mais comum 
encontrada em pacientes com PAF é a TTR-V30M, onde uma metionina na posição 30 
substitui uma valina. Esta variante tem maior incidência em Portugal, Suécia e Japão 
(Saraiva et al., 1984).  
 A variante mais comum associada à CAF é a TTR-V122I, onde uma isoleucina 
substitui na posição 122 uma valina. Esta variante é maioritariamente encontrada em 
indivíduos de descendência africana. Na CAF, a deposição de amilóide é encontrada 
principalmente no coração (Jacobson et al., 1997; Jiang et al., 2001a). 
A variante TTR-L55P, onde uma prolina na posição 55 substitui uma leucina, 
está associada a uma das formas mais agressivas da PAF e, consequentemente, 
apresenta um maior potencial amiloidogénico. Neste caso, a doença manifesta-se 
mais cedo, entre os 15 e 20 anos de idade, e progride mais rapidamente que no caso 
da maioria das outras variantes. Como manifestações clínicas desta variante tem-se a 
neuropatia e a cardiopatia (Jacobson et al., 1992). 
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A variante TTR-T119M, onde uma metionina na posição 119 substitui uma 
treonina, é uma variante não-amiloidogénica, isto é, não está associada a qualquer 
doença. No entanto, em pacientes com duas mutações em cromossomas alelos, 
sendo uma amiloidogénica e a outra T119M, verifica-se o aparecimento tardio da 
doença e a sua evolução é mais lenta (Coelho et al., 1996).  
Actualmente, são conhecidas aproximadamente 100 mutações da TTR 
responsáveis pela formação de variantes com carácter amiloidogénico e  
não-amiloidogénico (Saraiva, 2001, 2004; Connors et al., 2003). No Anexo II, 
encontra-se uma lista de todas as mutações da TTR. 
 
 
 
1.2.4 Modelos Moleculares para a Agregação da 
Transtirretina 
Nos últimos anos, foram propostos diversos modelos para a formação de fibras 
amilóides da proteína transtirretina. Na maioria dos mecanismos propostos há um 
aspecto que é comum, a existência de um intermediário amiloidogénico de estrutura 
instável que ao agregar adquire estrutura secundária e estabilidade conformacional 
(Uversky et al., 1998; Lindgren et al., 2005). Diferentes intermediários têm sido 
sugeridos, tais como o tetrâmero (Eneqvist et al., 2000), o dímero (Olofsson et al., 
2001) e o monómero (Lai et al., 1996; Quintas et al., 2001; Lindgren et al., 2005).  
O modelo proposto por Eneqvist e seus colaboradores considera o tetrâmero a 
unidade base para a construção das fibras amilóides. Este modelo é baseado na 
estrutura cristalina de uma variante de TTR altamente amiloidogénica, onde uma 
alteração na cadeia-β D é observada. Esta alteração estrutural forma uma nova volta 
entre as cadeias C e D gerando um estado dito amiloidogénico da TTR. Esta 
conformação é instável até que outras moléculas de TTR se associem dando origem a 
um tripleto (3 tetrâmeros) que pode crescer e formar protofilamentos ou associar-se a 
outro tripleto formando fibras amilóides (Figura 1.6) (Eneqvist et al., 2000). Este 
modelo apresenta contudo um problema fundamental: nem os protofilamentos, nem as 
fibras apresentam a estrutura β-cruzada característica das estruturas amilóides. 
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Figura 1.6: Modelo proposto para a formação de fibras amilóides de TTR com base no tetrâmero. A 
cadeia-β D é instável e sofre uma alteração conformacional que gera um estado amiloidogénico da TTR 
(I). Esta conformação amiloidogénica associa-se a outras moléculas de TTR (II e III) formando um tripleto 
(IV). O tripleto pode crescer e formar um protofilamento (VII) ou associar-se a outros tripletos (V) e formar 
a fibra amilóide (VI) (Eneqvist et al., 2000).  
 
 
Olofsson et al. (2001) consideram que é o dímero da TTR a espécie responsável 
pela formação de amilóide na TTR. Após a desnaturação do tetrâmero, a TTR renatura 
para formar o tetrâmero nativo mas, dependendo da concentração e da introdução de 
mutações pontuais, um caminho que gera espécies diméricas é facilitado e capaz de 
gerar fibras amilóides (Figura 1.7) (Olofsson et al., 2001). 
 
 
Figura 1.7: Modelo proposto para a formação de fibras amilóides de TTR com base no dímero. 
Após a desnaturação, ocorre renaturação da TTR para formar o tetrâmero nativo, mas dependendo da 
concentração e da introdução de mutações pontuais, um caminho que gera espécies diméricas é 
facilitado, gerando fibras amilóides (Olofsson et al., 2001). 
Introdução 
- 13 - 
 
Existem vários autores que consideram que é a espécie monomérica a envolvida 
na fase inicial de agregação da TTR. Um desses mecanismos foi proposto por  
Quintas et al. (2001) que observaram que o tetrâmero da TTR se dissocia em espécies 
monoméricas não-nativas em condições próximas das fisiológicas. Estas espécies 
monoméricas parcialmente desnaturadas de baixa estabilidade conformacional 
conduzem à formação de agregados e, posteriormente, de fibras maduras (Figura 1.8). 
Estes autores referem também que a produção de espécies monoméricas não-nativas 
parcialmente desnaturadas, a partir de variantes amiloidogénicas e  
não-amiloidogénicas, é dependente da estabilidade conformacional dos monómeros 
de TTR e directamente responsável pelo potencial amiloidogénico de cada variante 
(Quintas et al., 1997, 1999, 2001). 
 
 
Figura 1.8: Modelo proposto para a formação de fibras amilóides da TTR em condições 
fisiológicas. A 37 ºC e pH 7,0, o tetrâmero de TTR pode dissociar para um estado monomérico  
não-nativo. A unidade monomérica, dependendo da sua estabilidade conformacional, pode sofrer 
desnaturação parcial que conduz à formação de agregados e de fibras amilóides (Quintas et al., 2001). 
 
 
Outro modelo que propõe a existência de um intermediário monomérico 
amiloidogénico, no caminho de formação de amilóide é o proposto por Lai et al (1996). 
A pH inferior a 5,0, o tetrâmero de TTR dissocia em unidades monoméricas 
parcialmente desnaturadas, originando um intermediário monomérico com tendência 
para agregar (Figura 1.9). Este intermediário encontra-se maioritariamente na 
estrutura nativa, excepto na zona das cadeias-β C e D. Por acidificação adicional, a pH 
inferior a 3,0, o intermediário monomérico amiloidogénico adopta uma conformação 
alternativa não-amiloidogénica (molten globule ou estado-A), com uma estrutura 
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terciária não-nativa, sendo incapaz de formar fibras amilóides (Figura 1.9)  
(Colon e Kelly, 1992; Lai et al., 1996). 
 
 
Figura 1.9: Modelo proposto para a formação de fibras amilóides de TTR em condições acídicas. A 
pH inferior a 5,0 dá-se a dissociação da TTR tetramérica em intermediários monoméricos amiloidogénicos 
que, por agregação, formam fibras amilóides. A pH 2,0 o intermediário amiloidogénico monomérico 
adopta uma conformação não-amiloidogénica (Lai et al., 1996). 
 
 
Lindgren e os seus colaboradores, em 2005, propuseram outro modelo tendo por 
base o modelo proposto por Lai et al (1996). Após diálise prolongada a uma amostra 
de TTR a pH 2,0, o tetrâmero dissocia-se em monómeros desnaturados. Ao 
adicionarem NaCl 100 mM aos monómeros desnaturados, verificaram uma mudança 
conformacional destes monómeros para o estado-A ou molten globule (MG). Segundo 
estes autores, estes monómeros apresentam uma conformação parcialmente 
desnaturada do tipo glóbulo fundido compacto com capacidade para agregar ao longo 
do tempo. Inicialmente, formam-se oligómeros prefibrilares e posteriormente 
agregados esféricos e fibras maduras (Figura 1.10) (Lindgren et al., 2005; Lindgren e 
Hammarström, 2010).  
 
Figura 1.10: Modelo proposto para a formação de fibras amilóides de TTR a pH 2,0 e NaCl 100 mM. 
A pH ácido, dá-se a dissociação e desnaturação da TTR tetramérica em monómeros. Após a adição de 
NaCl, os monómeros desnaturados mudam de conformação para monómeros parcialmente desnaturados 
e mais compactos (Molten Globule (MG) ou estado-A) que, por agregação, formam fibras amilóides e 
agregados esféricos (Lindgren et al., 2005). 
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1.2.5 Toxicidade na Transtirretina 
Estudos realizados em linhas celulares de neuroblastoma humano 
demonstraram que as fibras amilóides maduras de TTR não são tóxicas para as 
células (Sousa et al., 2001; Andersson et al., 2002; Sörgjerd et al., 2008). Por outro 
lado, espécies monoméricas e oligoméricas são as espécies mais tóxicas provocando 
danos celulares (Sousa et al., 2001; Reixach, et al., 2004; Sörgjerd et al., 2008).  
Sousa e seus colaboradores mostraram também que a deposição de pequenos 
agregados tóxicos não-fibrilares da TTR originados no início do processo de 
agregação, ocorre localmente em tecidos nervosos muitos anos antes da formação de 
amilóide e da degeneração do sistema nervoso periférico. Indivíduos com estas 
espécies tóxicas não-fibrilares depositadas extracelularmente são assintomáticos, ou 
seja, não apresentam nem são detectados nenhuns sintomas da PAF (Sousa et al., 
2001).  
 
 
 
1.2.6 Estruturas Fibrilares na Transtirretina 
Como foi referido na Secção 1.2.4, tudo indica que são os monómeros as 
espécies intervenientes na fase inicial do processo de agregação da TTR. Estes 
resultados estão de acordo com padrões de difracção de raios-X para fibras de 
amilóide da TTR que sugerem que a unidade estrutural da fibra é composta por um 
par de folhas-β. Esta unidade estrutural revela um padrão bastante idêntico ao do 
monómero da TTR (Blake et al., 1974, 1978). As dimensões da estrutura 
tridimensional do monómero de TTR mostram que as faces do monómero apresentam 
tamanhos de aproximadamente 29 Å e o arranjo tridimensional das subunidades nos 
protofilamentos (unidades elementares das fibras) produz um padrão repetitivo em 
cada 29 Å. Deste modo, o padrão repetitivo e a concordância das dimensões do 
monómero, parecem indicar que as protofibras se formam pela adição de monómeros 
sucessivos. Adicionalmente, os protofilamentos associam-se lateralmente em módulos 
de quatro, constituindo as fibras amilóides encontradas na PAF (Inouye et al., 1998).  
Outros resultados obtidos por raios-X sugeriram que o arranjo helicoidal, 
verificado em protofilamentos de TTR, apresenta um padrão repetitivo em cada 24 
cadeias-β. Este arranjo helicoidal gera-se quando a 24ª cadeia-β do protofilamento 
atinge uma rotação de 360º relativamente à primeira cadeia-β. Tendo em conta que 
são 24 as cadeias-β que constituem um twist helical, de 115 Å de comprimento, 
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implica que cada cadeia-β está rodada cerca de 15º relativamente à cadeia 
imediatamente anterior (Blake e Serpell, 1996). 
Estudos por Microscopia Electrónica revelaram que a fibra de TTR com quatro 
protofilamentos apresenta um diâmetro de aproximadamente 110 a 130 Å, sendo o 
diâmetro de cada um dos protofilamentos constituintes entre 40 e 50 Å (Serpell et al., 
1995).  
Por modelação molecular, também foi construído um modelo de um 
protofilamento de TTR, como apresentado na Figura 1.11 (Correia et al., 2006). O 
protofilamento modelo apresenta folhas-β formadas por cadeias-β orientadas 
perpendicularmente ao eixo maior do protofilamento. A torção destas cadeias-β faz 
com que as folhas-β adquiram um arranjo helicoidal. Outra semelhança deste modelo 
com os protofilamentos amilóides da TTR é que apresenta um diâmetro de 
aproximadamente 50 Å. 
 
 
Figura 1.11: Representação esquemática de um protofilamento modelo de TTR. O protofilamento é 
formado por duas folhas-β contínuas com as cadeias-β perpendiculares ao eixo principal do 
protofilamento. (A) Secção longitudinal e (B) secção transversal do protofilamento (Correia et al., 2006). 
 
 
 
1.2.7 Estratégias Terapêuticas 
Nenhuma das amiloidoses conhecidas até à data tem cura ou tratamento. Os 
mecanismos de desenvolvimento destas patologias também ainda não foram 
totalmente esclarecidos, apesar de diversas hipóteses já terem sido formuladas. No 
caso particular da TTR, o tratamento pode ser dirigido no sentido de inibir a síntese de 
TTR mutada, estabilizar o tetrâmero nativo inibindo a sua dissociação, prevenir a 
formação de intermediários amiloidogénicos, inibir a agregação de intermediários 
amiloidogénicos ou promover a ruptura das fibras amilóides (Figura 1.12) (Damas e 
Saraiva, 2000; Saraiva, 2002; Mason et al., 2003). 
Actualmente, o transplante hepático continua a ser a única terapia viável para a 
atenuação dos sintomas da PAF (Benson e Kincaid, 2007; Barreiros et al., 2010), uma 
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vez que a TTR é produzida essencialmente no fígado (Felding e Fex, 1982). Esta 
estratégia tem como objectivo corrigir a deficiência através da eliminação da síntese 
da TTR mutada. Após o transplante, a regressão da PAF a nível dos nervos periféricos 
é reduzida, observando-se regressão dos depósitos amilóides após um ou dois anos 
(Holmgren et al., 1991, 1993). Com esta estratégia podem-se obter melhorias em 
vários aspectos, como a função autónoma, estado nutricional e mesmo o bem-estar 
geral do paciente, embora a neuropatia periférica pareça recuperar muito lentamente 
(Holmgren et al., 1993). No entanto, verificou-se que este tratamento é mais eficiente 
em doentes com a mutação TTR-V30M do que em doentes com outras mutações de 
TTR. Por exemplo, em muitos destes doentes verificou-se o progresso da CAF 
(Stangou et al., 1998; Stangou e Hawkins, 2004). Foi sugerido que a aceleração da 
CAF depende da adição de TTR-WT ao depósito de amilóide já existente  
(Yazaki et al., 2000, 2006). 
 
 
Figura 1.12: Resumo das diferentes etapas do mecanismo de agregação de TTR e estratégias 
terapêuticas propostas. Possível via para a agregação da Transtirretina (estruturas a cor cinzenta). Para 
cada etapa é proposta uma estratégia terapêutica (caixas azuis) (Damas e Saraiva, 2000). 
 
 
O primeiro transplante hepático relacionado com a PAF foi realizado na Suécia 
em 1990 (Holmgren et al., 1991). De acordo com The Familial Amyloidotic 
Polyneuorpathy World Transplant Registry (http://www.fapwtr.org) são feitos 
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anualmente cerca de 110 transplantes, sendo Portugal o país com maior taxa de 
transplantes em pacientes com PAF a nível mundial. Contudo, a escassez de órgãos e 
o custo humano e financeiro de um procedimento tão invasivo como o transplante 
hepático, leva a que se procure outras terapias para a cura da paramiloidose. 
A prevenção da formação de intermediários amiloidogénicos é outra estratégia 
terapêutica em estudo, uma vez que estes são altamente tóxicos. O objectivo desta 
terapia é tentar estabilizar a estrutura tetramérica nativa da TTR de modo a impedir a 
sua dissociação (Figura 1.12). A tiroxina, um dos ligandos naturais da TTR, estabiliza 
fortemente a TTR na sua forma tetramérica. A investigação é assim baseada na 
procura de pequenas moléculas que liguem ao canal hidrofóbico central do tetrâmero 
da TTR, o local de ligação da hormona tiroxina (Peterson et al., 1998;  
Hammarström et al., 2002). Foram testados NSAIDs (Drogas Anti-Inflamatórias Não 
Esteróides) neste sentido pois ligam-se à TTR no local de ligação da T4. Ácido 
flufenâmico (derivado do ácido fenâmico), diflunisal (derivado do ácido acetilsalicílico) 
e diclofenaco são exemplos de alguns NSAIDs testados e capazes de prevenir a 
dissociação e mudanças conformacionais da TTR que levam à agregação. No entanto, 
estes NSAIDs ligam-se também a outras proteínas no plasma (Sacchettini e Kelly, 
2002; Miller et al., 2004), comprometendo o seu uso terapêutico. Contudo, derivados 
destes compostos têm-se revelado mais promissores, embora ainda sejam alvo de 
muito estudo actualmente (Connelly et al., 2010). 
Outra estratégia para o tratamento das amiloidoses é a prevenção da associação 
de espécies amiloidogénicas (Figura 1.12). As fibras amilóides de TTR resultam da 
associação de espécies intermediárias que consistem em monómeros com estrutura 
alterada (Quintas et al., 2001; Lindgren et al., 2005). O bloqueio dos locais de 
interacção pode inviabilizar a associação das unidades amiloidogénicas em estruturas 
fibrilares. Actualmente, começam a ser conhecidas as interfaces envolvidas na 
formação de fibras, contudo, ainda não se assistiu a grandes avanços no sentido do 
desenvolvimento desta estratégia. 
Uma outra estratégia é a desagregação das fibras amilóides (Figura 1.12). O 
IDOX (4’-desoxi-4’-iododoxorubicina) é um composto que degrada as estruturas 
fibrilares num material amorfo e solúvel (Sebastião et al., 2000; Palha et al., 2000). No 
entanto, nos testes clínicos efectuados com IDOX nem todos os doentes responderam 
positivamente a esta droga (Merlini et al., 1995). A dexiciclina é um composto que 
também degrada as fibras amilóides (Cardoso et al., 2003). Apesar desta droga já ter 
sido testada num modelo animal em que se verificou a degradação de fibras amilóides 
em espécies não-tóxicas (Cardoso e Saraiva, 2006), a dexiciclina afecta muitas 
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funções celulares nos mamíferos como a proliferação, migração e apoptose  
(Bendeck et al., 2002). 
Recentemente, pela primeira vez um medicamento demonstrou ser eficaz a 
travar a evolução da PAF, durante ensaios clínicos. Estes ensaios foram realizados 
durante 18 meses a 128 pacientes portadores da mutação V30M, a maioria 
portugueses. Os resultados destes ensaios clínicos revelaram que, em 60% dos 
casos, a substância FX-1006A, mais conhecida por tafamidis, desacelerou 
substancialmente a progressão da doença. Face a estes ensaios e a estes resultados 
clínicos, é a primeira vez que uma terapêutica farmacológica inverte o curso da PAF 
(Ratner, 2009). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Capítulo 1 
- 20 - 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
Capítulo 2 
 
Materiais, Métodos e 
Procedimento 
Experimental 
 
 
 
 
 
 
 
 
Capítulo 2 
- 22 - 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Materiais 
- 23 - 
 
2.1 Materiais 
A proteína transtirretina normal (TTR-WT) foi produzida no Laboratório de 
Biotecnologia Molecular no Biocant, Centro de Inovação em Biotecnologia, 
Cantanhede, num sistema de expressão em Escherichia coli, sendo posteriormente 
purificada no nosso laboratório.  
Nos ensaios de agregação, ácido clorídrico (HCl) a 37% utilizado nas soluções 
aquosas a pH 2,0 foi adquirido à Merck & Company e cloreto de sódio (NaCl) foi 
adquirido à Sigma-Aldrich Company. O reagente azida de sódio usado nestas 
soluções para prevenir o crescimento de microorganismos foi adquirido à Fluka.  
A sonda fluorescente Tioflavina-T, utilizada para a detecção de fibras amilóides, 
foi adquirida à Sigma-Aldrich Company, bem como glicina utilizada para a solução 
tampão a pH 9,0. NaOH, usado para efectuar o acerto de pH a 9,0, foi adquirido à 
Fluka.  
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2.2 Métodos 
2.2.1 Dicroismo Circular 
O dicroismo circular (CD) é uma técnica espectroscópica particularmente útil 
para o estudo de moléculas quirais e macromoléculas, sobretudo proteínas. A 
caracterização de alterações estruturais de uma proteína e, especialmente, a 
determinação da sua estrutura secundária, podem ser examinadas através desta 
técnica relativamente simples e rápida (Bulheller et al., 2007). 
Para se compreender e perceber de uma forma mais clara e pormenorizada os 
fundamentos desta técnica, é aconselhável evidenciar, primeiramente, algumas 
características da radiação electromagnética. É sabido que a radiação 
electromagnética é caracterizada pela propagação, no tempo e no espaço, de duas 
ondas perpendiculares uma à outra (uma das ondas corresponde à oscilação de um 
campo eléctrico e a outra corresponde à oscilação de um campo magnético), com uma 
diferença de fase de 0º. Estas ondas transportam a mesma quantidade de energia e 
oscilam em planos perpendiculares à direcção de propagação. Uma característica 
relacionada com o comportamento destes campos é a sua polarização. Por definição, 
a polarização de uma onda electromagnética é o plano no qual oscila a componente 
eléctrica desta onda. A radiação diz-se linearmente polarizada quando a oscilação dos 
campos se dá apenas num determinado plano (a projecção do vector que descreve o 
campo eléctrico (e magnético) é uma linha). No entanto, a combinação de duas ondas 
linearmente polarizadas, uma vertical e outra horizontal, com a mesma magnitude, 
mas com uma diferença de fase de 90º, resulta numa onda circularmente polarizada 
que pode rodar quer para a direita (sentido horário - R), quer para a esquerda (sentido 
anti-horário - L) (Bulheller et al., 2007). 
A espectroscopia de dicroismo circular baseia-se na absorção diferencial das 
componentes circularmente polarizadas para a esquerda e para a direita (Equação 
2.1) de radiação polarizada. 
 
 ∆A = AL - AR (2.1) 
 
Se, após a passagem da radiação circularmente polarizada na amostra, as 
componentes L e R não forem absorvidas ou forem absorvidas na mesma extensão, a 
sua posterior recombinação irá gerar radiação polarizada no plano (Figura 2.1 (I)). 
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Mas, se uma das componentes for absorvida em maior extensão que a outra, a 
radiação resultante vai ser elipticamente polarizada (Figura 2.1 (II)). 
 
 
Figura 2.1: A origem do dicroismo circular. (I) Se as componentes da radiação circularmente 
polarizada para a esquerda (L) e para a direita (R) têm a mesma amplitude, quando combinadas geram 
radiação polarizada no plano. (II) Se as duas componentes têm magnitudes diferentes quando 
combinadas resultam em luz polarizada elipticamente, representada pela linha a tracejado (Kelly et al., 
2005). 
 
 
Quando AL - AR é medida pelo espectropolarímetro, ∆ε é calculada segundo a Lei 
de Beer-Lambert (Equação 2.2): 
 
 ∆ε = εL – εR = 
AL-AR
c × l
 (2.2) 
 
onde c é a concentração em mol/L e l é o percurso óptico medido em cm. As unidades 
de ∆ε são L.mol-1.cm-1 (Schmid, 1997). No entanto, em regra os instrumentos estão 
calibrados em termos de elipticidade e a relação da elipticidade observada, θobs, em 
graus ou miligraus, com ∆A é a seguinte (Equação 2.3):  
 
 θobs = 32.98 ∆A (2.3) 
 
A fim de normalizar os efeitos da concentração e percurso óptico, a elipticidade 
molar, [θ], é definida segundo a Equação 2.4 (Woody, 1995): 
 
 
θ = θobs × 100
c × l  = 3298 ∆ε (2.4) 
 
Para uma determinada proteína, a partir da medição prévia de θobs, a elipticidade 
molar ou a elipticidade do resíduo médio, [θ]ERM, podem ser calculadas através das 
seguintes equações: 
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 [θ] = θobs × 100 × MM
c × l  (2.5) 
 
                                            [θ]ERM=
θobs × 100 × MM
c × l × nA
     (2.6) 
 
onde c é a concentração da proteína em mg/mL, l é o percurso óptico em cm, MM é a 
massa molecular da proteína e nA é o número de aminoácidos por proteína. As 
unidades de [θ]
 
e [θ]ERM são graus.cm2.dmol-1 (Schmid, 1997).  
O sinal de CD é observado na presença de um cromóforo assimétrico ou 
opticamente activo. Esse cromóforo pode ser quiral por qualquer uma das seguintes 
razões: a) se contém um ou mais centros quirais, b) se está covalentemente ligado a 
um centro quiral, ou c) se está colocado num ambiente assimétrico (Kelly et al., 2005).  
Em proteínas, os cromóforos de interesse são a ligação peptídica (absorção 
abaixo dos 240 nm), as cadeias laterais de resíduos de aminoácidos aromáticos como: 
fenilalanina (Phe), tirosina (Tyr) e triptofano (Trp) (absorção na gama dos 260 aos 320 
nm) e as ligações de dissulfeto (fraca absorção por volta dos 260 nm) (Kelly et al., 
2005). Desta forma, as bandas de CD para as proteínas ocorrem em duas regiões 
espectrais. A região do UV-longínquo (180–250 nm) que é dominada pelas 
contribuições das ligações peptídicas e a região do UV-próximo (250–320 nm) que é 
originada principalmente pelas contribuições dos aminoácidos aromáticos. As duas 
regiões espectrais dão informações diferentes relativamente à estrutura da proteína 
(Schmid, 1997). 
 
 
 
2.2.1.1 Dicroismo Circular no UV-Longínquo  
O sinal de CD no UV-longínquo fornece informação quantitativa sobre o 
conteúdo de estrutura secundária em proteínas. Os elementos de estrutura 
secundária, hélice-α, folha-β, volta-β e estrutura ao acaso, têm espectros de CD 
característicos e bem definidos, como se pode ver na Figura 2.2.  
O espectro característico da hélice-α (Figura 2.2) é devido a transições 
electrónicas que ocorrem na amida da ligação peptídica, ou seja, a banda intensa e 
positiva a 190 nm e a banda negativa a 208 nm são resultantes da transição pi→pi*, 
enquanto que a outra banda negativa localizada a 222 nm surge a partir de uma 
transição n→pi* (Bulheller et al., 2007).  
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Figura 2.2: Espectros típicos de CD na zona do UV-longínquo. O espectro típico de uma hélice-α está 
representado a vermelho, o de uma folha-β a azul, o de uma volta-β a verde e o da estrutura ao acaso a 
preto. 
 
 
Comparando o espectro de hélice-α com o da folha-β na Figura 2.2, verifica-se 
que o da folha-β é menos intenso. O espectro de CD da folha-β é característico por 
apresentar uma banda negativa à volta dos 217 nm devida a uma transição n→pi* e 
uma banda positiva perto dos 195 nm causada por uma transição pi→pi*  
(Nakanishi et al., 1994).  
Proteínas que possuem estrutura desordenada têm um espectro de CD com 
uma banda negativa intensa próxima dos 195-200 nm originada por uma transição 
pi→pi* e uma banda fraca positiva causada por uma transição n→pi*  
(Nakanishi et al., 1994) (Figura 2.2). 
As voltas-β apresentam espectros de CD muito variáveis, pois são encontrados 
muitos tipos desta estrutura em proteínas, mas usualmente apresentam uma banda 
positiva perto dos 205 nm e uma banda negativa na zona dos 190 nm (Figura 2.2). 
Os espectros de CD obtidos no ultravioleta longínquo podem ser utilizados para 
determinar as quantidades relativas dos diferentes elementos de estrutura secundária 
de uma proteína. Existem vários procedimentos para realizar este tipo de análise 
baseados na aproximação de que um espectro de dicroismo circular no UV-longínquo 
pode ser representado como uma combinação linear das contribuições dos diferentes 
elementos de estrutura secundária de acordo com a Equação 2.7 (Johnson, 1985; 
Yang et al., 1986). 
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 [θ (λ)]ERM = fα x [θα (λ)] + fβ x [θβ (λ)] + ft x [θt (λ)] + fn x [θn (λ)] (2.7) 
 
onde [θα (λ)], [θβ (λ)], [θt (λ)] e [θn (λ)] são os espectros base para hélice-α,  
folha-β, volta-β e estruturas não-regulares, e fα, fβ, ft e fn são as respectivas fracções 
destes elementos estruturais na proteína em análise. 
Dicroismo circular no UV-longínquo é uma técnica ideal para monitorizar 
alterações conformacionais em proteínas que podem ocorrer em função de mudanças 
nas condições experimentais como pH, temperatura e ligação de ligandos  
(Kelly e Price, 2000).  
 
 
 
2.2.1.2 Dicroismo Circular no UV-Próximo 
O sinal de CD no UV-próximo é observado quando, numa proteína nativa, as 
cadeias laterais dos aminoácidos aromáticos estão num ambiente assimétrico. Cada 
aminoácido tende a ter um perfil característico nesta região. O triptofano apresenta um 
pico entre os 290 nm e os 305 nm, a tirosina entre os 275 nm e os 282 nm e a 
fenilalanina entre os 255 e os 270 nm (Kelly et al., 2005). As ligações de dissulfeto, 
apesar de fracamente, também contribuem para o espectro de CD no UV-próximo 
aproximadamente aos 260 nm, embora por vezes haja sobreposição das bandas com 
os aminoácidos aromáticos (Kelly e Price, 2000). Contudo, o sinal de CD destes 
resíduos de aminoácidos e das ligações dissulfeto é muito fraco na ausência de 
estrutura ordenada (Schmid, 1997). Os espectros de CD nesta região do UV 
dependem de algum factores, tais como o número de cada um dos aminoácidos 
aromáticos presentes, a sua mobilidade, a natureza do seu ambiente e a sua 
disposição espacial na proteína (Kelly et al., 2005).  
Esta técnica espectroscópica pode dar uma visão global de alterações 
estruturais na proteína (Schmid, 1997) e, particularmente, da presença de estados 
parcialmente desnaturados ou estados molten globule (intermediários compactos) 
(Kelly et al., 2005). É também muito utilizada para estudar processos de folding 
(dobragem/enrolamento) e unfolding (desenrolamento) de proteínas, bem como a sua 
estabilidade. 
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2.2.2 Fluorescência 
Actualmente, a espectroscopia de fluorescência é uma das espectroscopias mais 
utilizada nas áreas da Bioquímica e da Biofísica. Embora não forneça informação 
estrutural de uma forma detalhada, esta técnica apresenta uma grande sensibilidade 
às mudanças estruturais e às propriedades dinâmicas das biomoléculas (Royer, 1995). 
A fluorescência é um método de análise espectroquímico no qual as moléculas 
são excitadas pela absorção da radiação electromagnética a um determinado 
comprimento de onda e emitem radiação em comprimentos de onda maiores. Como 
representado na Figura 2.3, o diagrama de Jablonski mostra que quando uma 
molécula é excitada, o estado electrónico da molécula altera-se do estado electrónico 
fundamental para um dos vários níveis vibracionais num dos estados electrónicos 
excitados. Normalmente, o estado electrónico excitado é o primeiro estado excitado 
singleto S1 (Lakowicz, 1983).  
 
 
Figura 2.3: Diagrama de Jablonski simplificado. Representação esquemática dos processos: (1) 
absorção ou excitação de electrões do estado fundamental (S0) para um estado excitado de maior 
energia; (2) relaxação, devido às vibrações e movimentos moleculares, onde há transição de electrões de 
um estado electrónico singleto excitado de maior energia (S1’) para um de menor energia (S1), sem 
emissão de radiação e (3) fluorescência ou emissão de fotões acompanhando a transição de electrões de 
um estado electrónico singleto excitado de menor energia para o estado fundamental. hνEX representa a 
energia absorvida pelo sistema e hνEM representa a emissão de fluorescência. 
 
 
Contudo, a energia da luz emitida é menor do que a absorvida, apesar de que 
tanto a absorção da radiação como a emissão de fluorescência resultarem de 
transições entre um estado electrónico excitado e o estado fundamental. A explicação 
para esta diferença de energias é que ao ocorrer absorção, a molécula parte de um 
arranjo de equilíbrio adequado ao estado electrónico fundamental. Quando passa a 
um estado electrónico excitado, a molécula vai-se rearranjar ou sofrer uma relaxação, 
para uma outra geometria mais adequada a esse estado excitado (Figura 2.3). Um 
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pouco de energia é perdida nessa relaxação, bem como através de transições 
vibracionais, de modo que no momento da emissão a diferença de energia entre o 
estado excitado e o fundamental é menor que aquela existente no momento da 
absorção (Schmid, 1997; Ito, 2004). 
Como referido anteriormente, a fluorescência é apropriada para analisar 
alterações conformacionais, nomeadamente em proteínas. A fluorescência intrínseca 
das proteínas é devida à presença de 3 resíduos de aminoácidos aromáticos que 
absorvem luz ultra-violeta: a fenilalanina (Phe), a tirosina (Tyr) e o triptofano (Trp). Em 
proteínas que contenham os 3 aminoácidos, a fluorescência é dominada pela 
contribuição dos triptofanos porque, quer a absorvância no comprimento de onda de 
excitação, quer o rendimento quântico de emissão, são consideravelmente superiores 
comparados com os respectivos valores para a tirosina e, principalmente, para a 
fenilalanina, como se pode ver na Tabela 2.1 (Schmid, 1997). 
 
 
Tabela 2.1: Propriedades de absorvância e fluorescência dos aminoácidos aromáticos em solução 
aquosa a pH neutro. Os comprimentos de onda máximos de absorção e de emissão estão indicados 
devidamente como λmáx, o coeficiente de absorção molar está indicado como εmáx e ϕmáx indica o 
rendimento quântico de fluorescência que corresponde à razão entre o número de fotões emitidos por 
fluorescência e o número de fotões absorvidos (Schmid, 1997). 
 Absorvância Fluorescência 
Aminoácido λmáx (nm) εmáx (M-1cm-1) λmáx (nm) ϕmáx 
Triptofano 280 5600 355 0,13 
Tirosina 275 1400 304 0,14 
Fenilalanina 258 200 282 0,02 
 
 
A banda de absorção observada em proteínas a aproximadamente 280 nm é 
devida aos resíduos de tirosina e de triptofano simultaneamente, embora a absorção 
do triptofano seja 4 vezes superior relativamente à tirosina. Por outro lado, neste 
comprimento de onda, a fenilalanina emite fluorescência (Tabela 2.1). Para 
comprimentos de onda maiores que 295 nm, a absorção é devida maioritariamente ao 
triptofano. Assim, para observar a fluorescência do triptofano pode fazer-se excitação 
selectiva entre os 295 e os 305 nm (Lakowicz, 1983). Portanto, se se observar a 
emissão após excitação a ambos os comprimentos de onda, 280 nm e 295 nm, pode 
obter-se informação da contribuição dos resíduos de tirosina e de triptofano para a 
fluorescência de uma proteína nativa. A dificuldade na detecção da fluorescência da 
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fenilalanina em proteínas nativas é devida aos valores baixos de rendimento quântico 
e de coeficiente de absorção molar (Tabela 2.1).  
A emissão de fluorescência dos resíduos de tirosina é detectável na ausência de 
triptofano e a fluorescência de fenilalanina na ausência de tirosina e triptofano 
(Schmid, 1997). Portanto, a emissão de fluorescência em proteínas é maioritariamente 
devida à exposição média dos seus resíduos de triptofano à fase aquosa (Lakowicz, 
1983; Schmid, 1997). A cadeia lateral do triptofano é formada por um grupo indol, o 
fluoróforo responsável pela absorção na proximidade de 280 nm e emissão de 
radiação na gama de 340 a 355 nm, em função do ambiente químico que o rodeia. 
Quando uma proteína que contenha os 3 aminoácidos aromáticos (Trp, Tyr e Phe) se 
encontra no estado desnaturado, a proteína apresenta um espectro de emissão similar 
ao de N-acetil-L-triptofano amida (NATA) em água, com um máximo a 355 nm, 
aproximadamente (Royer, 1995). Por outro lado, num ambiente hidrofóbico, como no 
interior de uma proteína nativa em que os resíduos aromáticos se encontram 
parcialmente acessíveis ao solvente, a emissão do triptofano ocorre para 
comprimentos de onda inferiores a 355 nm. Ao contrário da fenilalanina e da tirosina, o 
triptofano é altamente sensível à polaridade do solvente. Ou seja, para proteínas que 
contenham triptofanos é possível seguir desvios no comprimento de onda e variações 
na intensidade de fluorescência, que acompanham alterações conformacionais, como 
seja por exemplo, a desnaturação (Schmid, 1997). A magnitude do desvio para 
comprimentos de onda maiores observado em espectros de fluorescência de uma 
proteína desnaturada relativamente ao espectro de fluorescência de uma proteína 
nativa, depende da extensão a que o triptofano está escondido na proteína nativa e 
exposto na desnaturada. 
A detecção de fluorescência, comparativamente com a medição de absorção, é 
um método mais adequado ao estudo de alterações conformacionais das proteínas, 
uma vez que é extremamente sensível às alterações do ambiente em que os 
cromóforos se encontram. Alguns dos factores externos que provocam variação da 
fluorescência são: a viscosidade do solvente, a temperatura e o pH. 
 
 
 
2.2.2.1 Ensaio com Tioflavina-T 
A Tioflavina-T (Th-T), representada na Figura 2.4 A, é uma sonda fluorescente 
bastante utilizada como método de detecção de fibras amilóides em solução  
(Naiki et al., 1989; LeVine III, 1993) e de fácil utilização. Na presença de fibras 
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amilóides, a Th-T quando excitada a um comprimento de onda de 450 nm, apresenta 
um máximo de emissão a 482 nm. Por outro lado, quando livre em solução, apresenta 
um máximo de excitação a 385 nm e um máximo de emissão a 445 nm (LeVine III, 
1993). No entanto, sabe-se pouco acerca do mecanismo de interacção da sonda com 
fibras amilóides. Os autores Naiki et al. (1989) referem apenas a existência de ligação 
específica da Th-T às fibras amilóides. Um trabalho recente de Krebs et al. (2005) 
propõe um mecanismo de ligação da Th-T às fibras em que as moléculas de Th-T 
estão orientadas paralelamente ao eixo da fibra amilóide (Figura 2.2 C).  
Uma das características das cadeias β é terem as cadeias laterais dos resíduos 
de aminoácidos orientadas alternadamente para um e outro lado da folha-β. Este 
arranjo é mantido ao longo das folhas-β paralelas e anti-paralelas. Na estrutura fibrilar, 
as cadeias laterais das diferentes faces da folha-β, formam canais com orientação 
paralela ao eixo principal da fibra amilóide e perpendicular às cadeias β (Figura 2.4 B e 
C) (Pauling e Corey, 1951; Salemme, 1983). A largura desses canais é estimada em 
cerca de 6,5 a 6,95 Å (Saleme, 1983). Estes valores sugerem que a Th-T se posiciona 
nesses canais com o seu eixo maior paralelo ao eixo das fibras, rodeada de muito 
perto por cadeias laterais (Krebs et al., 2005). Assim, o aumento de fluorescência da 
Th-T observado na presença de fibras amilóides, não se deve à ligação regular de 
muitas moléculas de Th-T, mas sim à limitação do espaço físico disponível para a  
Th-T e consequente restrição da sua dinâmica molecular.  
 
 
 
Figura 2.4: Modelo da interacção da Tioflavina-T com fibras amilóides. (A) Estrutura da Th-T. A 
dimensão da molécula segundo o eixo perpendicular ao plano em que está representada é 4,3 ± 0,1 Å. 
(B) Representação esquemática de uma folha β (Branden e Tooze, 1991). Estão indicados os átomos da 
cadeia principal (N, C, e Cα) e a cadeia lateral R para um resíduo. O eixo principal da fibra é perpendicular 
às cadeias-β. Um dos locais proposto para a ligação de Th-T às fibras encontra-se indicado pela seta 
dupla. (C) Representação de um protofilamento de amilóide com três folhas-β. A Th-T está representada 
por setas (Krebs et al., 2005).  
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Ainda em 2005, os autores Khurana et al., sugeriram que as moléculas de Th-T 
formam micelas em solução aquosa e que estas, por sua vez, se ligam às fibras 
amilóides através de interacções electroestáticas e ligações de hidrogénio (Kelényi, 
1967). Estas micelas apresentam-se com um interior hidrofóbico e com azotos 
carregados positivamente orientados para o solvente. No entanto, estes autores 
afirmam que a Th-T não é específica apenas para estruturas em folha-β, uma vez que 
também se liga a ácidos nucleicos. 
Embora seja difícil definir quais os factores que influenciam a intensidade de 
fluorescência, o ensaio de Th-T é um ensaio de carácter qualitativo que apresenta 
resultados credíveis. 
 
  
 
2.2.3 Cromatografia de Exclusão Molecular acoplada 
a um Detector Multiangular de Dispersão de Luz  
A cromatografia de exclusão molecular (SEC) é uma técnica que permite separar 
misturas de macromoléculas com base nos seus tamanhos moleculares e forma. 
Neste tipo de cromatografia, a fase estacionária é uma matriz polimérica sólida 
constituída por esferas porosas de diâmetro controlado, empacotadas numa coluna, 
que se distinguem pela gama de separação e pela estabilidade ao pH e temperatura. 
A fase móvel é um solvente de baixa viscosidade que passa através das esferas ao 
longo da coluna. 
As amostras são aplicadas no topo da coluna e arrastadas através desta pela 
fase móvel. As diferentes proteínas vão sendo retardadas de maneira distinta, pelo 
que podem ser recolhidas separadamente à medida que são eluídas da coluna. As 
moléculas com tamanho superior ao diâmetro dos poros da matriz são excluídas 
primeiro, uma vez que não difundem pelos poros da matriz, mas sim entre as esferas 
da matriz. No caso de moléculas de tamanho inferior ao tamanho dos poros da matriz, 
estas difundem pelo interior dos poros das esferas da matriz, o que faz com que levem 
mais tempo a atravessar a coluna. Assim, o tempo de eluição da molécula varia de 
acordo com o seu tamanho e forma (Stellwagen, 1990). Portanto, as moléculas são 
caracterizadas pelo seu volume de eluição (Ve) que é o volume de eluente necessário 
para que a molécula atravesse a coluna. Assim, quanto maior a molécula, menor o seu 
volume de eluição. Partículas suficientemente grandes são completamente excluídas 
dos poros das esferas e eluem ao mesmo tempo no designado volume de exclusão ou 
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externo (V0) da coluna, independentemente dos seus tamanhos. O volume de 
exclusão determina-se usando, pelo menos, uma molécula de elevado peso molecular 
(Harding, 1997). 
Para monitorizar a separação na SEC, um detector é colocado depois da coluna 
e o sinal registado num computador que traça o cromatograma respectivo. O 
acoplamento de uma bomba de alta precisão à coluna permite manter e controlar a 
velocidade de fluxo da fase móvel. A eluição de moléculas de proteína detecta-se 
geralmente pela absorção no ultra-violeta, a 280 nm, região onde absorvem as 
cadeias laterais dos aminoácidos aromáticos (Irvine, 2003). 
 
Uma forma de determinar de forma absoluta as massas moleculares e tamanhos 
das macromoléculas eluídas na SEC, é acoplar um detector de dispersão de luz com 
múltiplos ângulos ao sistema de separação (SEC-MALLS). Este sistema fornece boas 
aproximações na determinação das massas moleculares médias e dos volumes 
médios de macromoléculas, como proteínas e polímeros sendo, por isso, usado na 
monitorização de processos de oligomerização e/ou agregação de moléculas em 
solução (Folta-Stogniew e Williams, 1999; Wyatt, 1993, 1997).  
Na técnica de dispersão de luz estática (SLS) a radiação laser polarizada, a um 
determinado comprimento de onda (λ0), incide na amostra e a dispersão de luz é 
detectada através de um fotodetector. Em MALLS a dispersão da luz é medida por 
vários fotodetectores colocados em ângulos (θ) específicos, relativamente ao feixe 
incidente (van Dijk e Smit, 2000).  
A quantidade de luz dispersa medida a cada ângulo é directamente proporcional 
à massa molecular (MM) e à concentração (c) em g/mL da molécula em análise  
(Folta-Stogniew e Williams, 1999). Deste modo, a detecção por dispersão da luz  
torna-se mais sensível à medida que as massas moleculares aumentam. É por este 
motivo que a técnica SEC-MALLS é muito usada em ensaios que envolvam agregação 
em proteínas (Penzkofer et al., 2007). A relação entre a dispersão de luz e a massa 
molecular é dada pela Equação 2.8: 
 
 
K*c
R(θ) =
1
Pθ MM + 2 A2c (2.8) 
 
onde R(θ) é o excesso de intensidade da dispersão de Rayleigh comparada com a do 
solvente puro e que depende do ângulo de dispersão da luz, da distância da amostra 
ao detector, da intensidade de luz incidente e do volume da amostra irradiada; A2 é o 
segundo coeficiente virial que resulta da interacção solvente-soluto (normalmente, o 
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valor usado para proteínas é de 10-5 mL.mol/g2); P(θ) é o factor forma que descreve a 
dependência angular da dispersão da luz com o tamanho e conformação da molécula 
e K* é uma constante experimental definida segundo a Equação 2.9: 
 
 K*= 4 π
2 n0
2
NA λ0
4 
dn
dc
2
 (2.9) 
 
onde n0 é o índice de refracção do solvente, n é o índice de refracção da solução, NA é 
o número de Avogadro e dn/dc é o incremento do índice de refracção com a 
concentração de soluto (normalmente compreendido entre 0,183 e  
0,186 mL/g) (Wyatt, 1997; Folta-Stogniew e Williams, 1999; van Dijk e Smit, 2000). 
A Equação 2.8 é válida para moléculas de dimensões máximas menores que λ0, 
ou seja, com massas moleculares aproximadamente menores que 50 x 106
 
g/mol 
(Harding, 1997). Para concentrações muito baixas de proteínas (< 0,1 mg/mL), o termo 
A2c é aproximadamente nulo, podendo assim ser desprezado (Folta-Stogniew e 
Williams, 1999).  
Para moléculas maiores que λ0/20, P(θ) pode ser simplificado como: 
 
 P(θ) = 1 - 16 π2
3 λ0
2  Rg
2
 sin2 (θ 2)⁄  (2.10) 
 
onde Rg é o raio de giração médio das moléculas que é uma forma de expressar a 
distribuição de massa no interior do volume da molécula tendo em conta o seu centro 
de massa e, portanto, directamente relacionado com a conformação molecular. Neste 
caso, quantos mais fotodetectores houver em múltiplos ângulos, mais precisa é a 
determinação média das massas moleculares e os respectivos raios de giração 
(Wyatt, 1997). Na Equação 2.10, para moléculas de grandes dimensões, mais termos 
de potências maiores são necessários (Wyatt, 1993).  
Para moléculas mais pequenas que λ0/20, a dispersão da luz é isotrópica, ou 
seja, é a mesma para cada ângulo (Wyatt, 1997). Para moléculas deste tamanho não 
haverá qualquer variação angular da dispersão da luz, logo P(θ) será 
aproximadamente igual a 1, pois 16 π
2
3 λ0
2  Rg
2
 sin2 (θ 2)⁄  ≈ 0 (Harding, 1997; Folta-Stogniew 
e Williams, 1999), o que permite determinar directamente a MM de uma molécula a 
partir de R(θ) na Equação 2.8. 
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2.2.4 Microscopia Electrónica de Transmissão 
A microscopia electrónica tem sido muito utilizada nas últimas décadas para a 
determinação da morfologia de complexos proteicos. A microscopia electrónica de 
transmissão (TEM) constitui uma ferramenta muito importante para diferenciar 
morfologicamente espécies intervenientes em processos de agregação de proteínas 
em solução, por exemplo. 
Os métodos de microscopia electrónica baseiam-se na interacção de feixes de 
electrões com a amostra. O fluxo de electrões, num microscópio electrónico típico, é 
formado por uma fonte (por exemplo, um filamento de tungsténio) que é acelerado por 
um potencial eléctrico positivo de várias dezenas de kilovolts na direcção da amostra. 
Os feixes electrónicos, após serem dispersos por estruturas diferentes da amostra, 
podem ser focados através de lentes electromagnéticas e detectados para se produzir 
uma imagem bidimensional imensamente ampliada da amostra numa película 
fotográfica ou, mais recentemente, sob a forma digital (Loura e Almeida, 2004;  
Reimer e Kohl, 2008). 
A principal vantagem em usar um feixe de electrões é que há um grande 
aumento no poder de resolução. Este aumento deve-se ao facto do comprimento de 
onda do feixe de electrões ser muito pequeno e, quanto menor o comprimento de 
onda, maior a resolução obtida (relação de Broglie). Este facto aponta para a 
possibilidade teórica de se atingirem, com os microscópios electrónicos, resoluções da 
ordem de 0,002 nm. Todavia, como o poder de resolução não depende só do 
comprimento de onda, mas também da abertura numérica, e esta ser limitada por 
razões inerentes à natureza electromagnética das lentes, atingem-se limites de 
resolução próximos de 0,1 nm. No entanto, na observação de materiais biológicos, 
pela falta de contraste que os caracteriza, raramente se consegue ultrapassar a 
resolução de 1-2 nm. Esta falta de contraste é devida ao baixo número atómico dos 
átomos que os constituem (C, H, N, O) (Ruprecht e Nield, 2001). Para se obter um 
melhor contraste e uma melhor imagem, na preparação das amostras recorre-se a um 
tratamento com substâncias que contenham átomos pesados, como ósmio, chumbo e 
urânio (Loura e Almeida, 2004). 
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2.3 Procedimento Experimental 
2.3.1 Preparação das Amostras de TTR-WT  
1) Transtirretina Nativa a pH 7,2 
As amostras da proteína transtirretina no seu estado nativo tetramérico a pH 7,2 
em tampão fosfato de sódio 50 mM e NaCl 150 mM foram preparadas a 
concentrações de 16 µM. A concentração das soluções de TTR-WT foi determinada 
por espectrofotometria de UV/Visível num espectrofotómetro UV500 Spectronic 
Unicam através da leitura de absorvância a 280 nm, usando o coeficiente de absorção 
molar de 7,76 x 104 M-1 cm-1 (Quintas et al., 1999).  
As amostras de TTR-WT a pH 7,2 foram sujeitas a ensaios de dicroismo circular 
(CD) no UV-longínquo e próximo, fluorescência e cromatografia de exclusão molecular 
acoplada a um detector multiangular de dispersão de luz (SEC-MALLS), à temperatura 
de 24 ºC 
 
 
2) Transtirretina Desnaturada a pH 2,0 
Para preparar amostras de TTR a pH 2,0, procedeu-se à diálise de amostras de 
TTR-WT a pH 7,2 contra uma solução aquosa de HCl 10 mM, pH 2,0, durante 4 dias, a 
4 ºC. Este procedimento produz transtirretina no estado monomérico desnaturado 
(Lindgren et al., 2005). As cassetes de diálise usadas Slide-A-Lyzer, constituídas por 
membranas de celulose com porosidade para massas moleculares menores que  
3,500 kDa, foram adquiridas à Pierce Biotechonology. Após a diálise, procedeu-se 
novamente à verificação da concentração da amostra de TTR-WT (16 µM) por 
espectrofotometria de UV/Visível num espectrofotómetro UV500 Spectronic Unicam 
através da leitura de absorvância a 280 nm, usando o coeficiente de absorção molar 
de 7,76 x 104 M-1 cm-1 (Quintas et al., 1999). 
As amostras de TTR-WT a pH 2,0 foram sujeitas a ensaios de CD  
(UV-longínquo e próximo), fluorescência e SEC-MALLS, à temperatura de 24 ºC.  
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3) Ensaios de Agregação a pH 2,0 com NaCl 100 mM 
Após diálise a pH 2,0 da TTR-WT a 2,3 e 16 µM, procedeu-se à adição de NaCl 
100 mM a partir de uma solução concentrada de NaCl 5 M. A adição de sal nestas 
condições, promove a agregação da proteína transtirretina (Lindgren et al., 2005).  
 
 
 
2.3.2 Ensaios de Dicroismo Circular 
Todas as experiências de dicroismo circular (CD) foram realizadas num 
espectropolarímetro DSM 20 da Olis Inc., usando uma fenda de 0,6 mm e à 
temperatura de 24 ºC. A aquisição dos espectros de CD dos diversos ensaios foi 
realizada com o software Olis Spectral Works versão 4.3.  
 
 
2.3.2.1 Dicroismo Circular no UV-Longínquo 
Nos ensaios de CD no UV-longínquo de TTR-WT a pH 7,2, pH 2,0 e pH 2,0 com 
NaCl 100 mM a vários tempos de incubação, a gama de comprimentos de onda 
utilizada para cada espectro foi de 190 nm a 260 nm, com uma acumulação de 2 
varrimentos com 70 incrementos de comprimento de onda e um tempo de integração 
de 4 segundos por ponto. Os respectivos espectros de tampão na ausência de  
TTR-WT foram efectuados nas mesmas condições. 
Nas experiências de cinética da fase inicial do processo de agregação da  
TTR-WT, a pH 2,0, após a adição de NaCl para uma concentração final de 100 mM, 
seguiu-se a variação do sinal de elipticidade observada ao longo do tempo, no 
comprimento de onda 213 nm. Nestes ensaios, o tempo de integração para cada 
ponto foi de 6 segundos para um total de experiência de 1 hora (TTR-WT 16 µM) e  
2 horas (TTR-WT 2,3 µM).  
Nas experiências de cinética da fase final do processo de agregação da TTR-WT 
16 µM, a pH 2,0 com 100 mM NaCl, foram recolhidos espectros ao longo de 37 dias de 
incubação.  
As cuvetes usadas nos ensaios de CD no UV-longínquo tinham um percurso 
óptico de 0,2 e 1 mm, para as amostras de TTR-WT a 16 e 2,3 µM, respectivamente. 
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Todos os resultados experimentais de CD no UV-longínquo foram analisados 
com o programa Origin7 (OriginLab Corporation).  
 
 
2.3.2.1 Dicroismo Circular no UV-Próximo 
Nos ensaios de CD no UV-próximo de TTR-WT a pH 7,2, pH 2,0 e pH 2,0 com 
NaCl 100 mM a vários tempos de incubação, a gama de comprimentos de onda 
utilizada para cada espectro foi de 250 nm a 320 nm, com uma acumulação de  
2 varrimentos com 70 incrementos de comprimento de onda e um tempo de integração 
de 4 segundos por ponto. Os respectivos espectros de tampão na ausência de  
TTR-WT foram efectuados nas mesmas condições. 
Nas experiências de cinética da fase inicial do processo de agregação da  
TTR-WT 16 µM, a pH 2,0 e após a adição de NaCl para uma concentração final de 
100 mM, seguiu-se a variação do sinal de elipticidade observada ao longo do tempo, 
no comprimento de onda 291 nm. Nestes ensaios, o tempo de integração para cada 
ponto foi de 10 segundos para um total de 1 hora de experiência.  
Nas experiências de cinética da fase final do processo de agregação da TTR-WT 
16 µM, a pH 2,0 com 100 mM NaCl , foram recolhidos espectros ao longo de 37 dias 
de incubação.  
Em todos os ensaios de CD no UV- próximo, a cuvete utilizada tinha um 
percurso óptico de 5 mm. 
Todos os resultados experimentais de CD no UV- próximo foram analisados com 
o programa Origin7 (OriginLab Corporation).  
 
 
 
2.3.3 Ensaios de Fluorescência 
Todos os ensaios de fluorescência foram realizados num fluorímetro Varian Cary 
Eclipse à temperatura de 24 ºC utilizando uma cuvete com um percurso óptico de  
5x5 mm. A aquisição de todos os espectros de fluorescência foi realizada com o 
software Varian Cary Eclipse versão 1.1. 
Os espectros de fluorescência realizados com amostras de TTR-WT 16 µM, a  
pH 7,2, pH 2,0 e pH 2,0 com NaCl 100 mM a vários tempos de incubação, foram 
obtidos utilizando um comprimento de onda de excitação de 280 nm, com uma 
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acumulação de 2 varrimentos para cada espectro. As fendas de excitação e emissão 
usadas foram de 5 e 10 nm, respectivamente.  
Nas experiências de cinética da fase inicial do processo de agregação da  
TTR-WT 16 µM, a pH 2,0 e após a adição de NaCl para uma concentração final de 
100 mM, seguiu-se a variação do sinal de fluorescência ao longo do tempo, no 
comprimento de onda de emissão 380 nm, com um comprimento de onda de excitação 
de 290 nm. As fendas de excitação e emissão usadas foram de 5 e 10 nm, 
respectivamente. Nestes ensaios, o tempo de integração para cada ponto foi de 9 
segundos para um total de 1 hora de experiência.  
Nas experiências de cinética da fase final do processo de agregação da TTR-WT 
16 µM, a pH 2,0 com 100 mM NaCl, foram recolhidos espectros ao longo de 37 dias de 
incubação.  
Todos os resultados experimentais de fluorescência foram analisados com o 
programa Origin7 (OriginLab Corporation).  
 
 
2.3.3.1 Ensaio de Tioflavina-T 
O ensaio de Tioflavina-T (Th-T) foi realizado aos 37 dias de incubação da 
amostra de TTR-WT, a pH 2,0, com NaCl 100 mM, para a detecção de fibras amilóides 
(Vassar e Culling, 1959). À amostra de proteína incubada adicionou-se uma solução 
concentrada de Th-T em tampão glicina-NaOH 50 mM, pH 9,0, previamente filtrada, de 
modo a obter-se uma concentração final de 10 µM de Th-T. A concentração da 
solução stock de Th-T foi previamente determinada por espectrofotometria de 
UV/Visível num espectrofotómetro UV500 Spectronic Unicam através da leitura de 
absorvância a 411 nm, usando o coeficiente de absorção molar de 2,2 x 104 M-1 cm-1 
(Cardoso et al., 2000).  
Após a adição de Th-T à amostra de TTR-WT, a mistura é incubada à 
temperatura ambiente durante cerca de 20 minutos. Para intensificar o sinal de 
emissão de fluorescência da Th-T procedeu-se ao acerto do pH a 9,0. Os espectros de 
fluorescência foram obtidos num fluorímetro Varian Cary Eclipse, à temperatura 
ambiente. Obtiveram-se espectros de emissão com o comprimento de onda de 
excitação de 450 nm (LeVine III, 1993), com uma acumulação de 2 varrimentos para 
cada espectro. As fendas de excitação e emissão foram de 5 nm. A cuvete utilizada 
tinha um percurso óptico de 5x5 mm. 
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2.3.4 Ensaios de Cromatografia de Exclusão 
Molecular acoplada a um Detector Multiangular de 
Dispersão de Luz  
Foram realizados ensaios de cromatografia de exclusão molecular acoplada a 
um detector multiangular de dispersão de luz (SEC-MALLS) com amostras de TTR-WT 
16 µM, a pH 7,2 em tampão fosfato de sódio 50 mM e a pH 2,0 em HCl 10 mM. A 
coluna foi pré-equilibrada com o tampão respectivo a cada amostra e o tampão foi 
previamente filtrado através de membranas com poro de 0,2 µm. Cada injecção foi de 
100 µL.  
As amostras para os ensaios de cinética da fase inicial do processo de 
agregação da TTR-WT, a pH 2,0, após a adição de NaCl para uma concentração final 
de 100 mM, foram realizadas a duas concentrações de TTR-WT: a 2,3 µM para 
tempos de incubação de 0, 30 minutos, 2, 4, 8, 16, 20 e 24 horas, e a 16 µM para 
tempos de incubação de 0, 2, 10, 30, 60 minutos, 2, 5 e 24 horas. A coluna foi 
previamente equilibrada com HCl 10 mM, NaCl 100 mM, pH 2,0. Para os ensaios a  
2,3 µM injectaram-se na coluna 700 µL de amostra, enquanto que para os ensaios a 
16 µM injectaram-se 100 µL. 
Todas as amostras foram analisadas por cromatografia de exclusão molecular à 
temperatura de aproximadamente 24 ºC. A coluna utilizada foi uma TSK-GEL 
G3000SWXL, com um volume total de 14,3 mL e com separação óptima entre massas 
moleculares de 10 a 500 kDa. Antes de cada injecção, a coluna foi equilibrada com 
tampão, previamente filtrado através de membranas com poro de 0,2 µm. A velocidade 
de fluxo do eluente foi de 0,5 mL/min para todos os ensaios.  
As espécies eluídas pela coluna passam primeiramente por um detector de UV 
(Gilson) que mede a absorção das mesmas a 280 nm, e depois passam por um 
sistema de detecção multiangular de dispersão da luz (miniDAWN TREOS, Wyatt 
Technology). Um feixe de radiação linearmente polarizada incidente nas espécies 
eluídas pela SEC é proveniente de um laser de arseneto de gálio (GaAs), cujo 
comprimento de onda (λ0) é de 658 nm. A dispersão de luz é detectada por  
3 fotodetectores colocados em três ângulos fixos relativamente ao feixe de luz 
incidente na amostra: 41,6º, 90,0º e 138,4º. A normalização de sensibilidade dos 
fotodetectores a 41,6º e 138,4º foi realizada segundo o procedimento descrito no 
manual. Foram determinados os valores de 0,74 e 0,75, respectivamente. Ensaios 
com BSA (albumina sérica bovina) foram também usados para determinar o atraso 
temporal entre o detector de UV e o de MALLS (0,11 minutos). O valor de dn/dc usado 
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foi de 0,185 mL/g e o de n0 foi de 1,333. A aquisição dos dados e os cálculos para as 
massas moleculares das diferentes espécies foram realizados com o software ASTRA 
V versão 5.3.1.5 (Wyatt Technology). 
 
 
 
2.3.5 Ensaios de Microscopia Electrónica de 
Transmissão 
O ensaio de microscopia electrónica de transmissão (TEM) foi realizado aos 37 
dias de incubação da amostra de TTR-WT, a pH 2,0, com NaCl 100 mM, com a 
finalidade de identificar a morfologia e tamanho dos agregados formados. Para 
visualizar os agregados ao microscópio, colocou-se 5 µL de amostra numa grelha de 
cobre com uma malha de 400 quadrados, coberta com um filme polimérico de formvar, 
e aguardou-se 1 minuto. De seguida, adicionaram-se 5 µL de 1% de acetato de 
uranilo, voltando-se a aguardar 1 minuto. Estes ensaios foram realizados no IBMC, 
Instituto de Biologia Molecular e Celular, da Universidade do Porto. As imagens das 
amostras observadas foram obtidas através de um microscópio electrónico de 
transmissão Zeiss modelo EM 902A, equipado com uma unidade com um canhão de 
electrões de filamentos de tungsténio, operando até 80 kV, e com uma câmara 
acoplada CCD da Orius Gatan. 
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Actualmente, a sequência de mecanismos moleculares que ocorrem durante a 
conversão do tetrâmero da TTR em agregados precursores de fibras amilóides, ainda 
não está completamente esclarecida. Embora se saiba que a dissociação do tetrâmero 
da TTR produz uma espécie monomérica com características estruturais diferentes do 
monómero nativo (Quintas et al., 2001; Lindgren et al., 2005), as dúvidas prevalecem 
relativamente ao que sucede com esse monómero não-nativo no processo inicial de 
agregação da TTR. 
Lindgren et al. (2005) propuseram um dos modelos para a formação de fibras 
amilóides da proteína transtirretina in vitro. Estes autores consideram que a pH 2,0, o 
tetrâmero dissocia a um monómero desnaturado que, após a adição de NaCl 100 mM, 
sofre uma mudança conformacional adoptando uma conformação de glóbulo fundido 
compacto (molten globule), susceptível à agregação. 
No presente trabalho, decidiu-se explorar as condições experimentais usadas 
por Lindgren et al. (2005), pois permitem iniciar de forma controlada o processo de 
agregação da TTR. De forma a monitorizar os estados iniciais de agregação da TTR, 
foram realizados ensaios de dicroismo circular no UV-longínquo e próximo, 
fluorescência e cromatografia de exclusão molecular acoplada a um detector 
multiangular de dispersão de luz. 
 
 
 
3.1 Análise da Estrutura Secundária da TTR-WT por 
Dicroismo Circular no UV-Longínquo 
A proteína transtirretina em condições fisiológicas, ou seja, na sua forma nativa 
apresenta maioritariamente estrutura secundária em folha-β (Blake et al., 1978; 
Hörnberg et al., 2000) (Figura 1.2). A Figura 3.1 apresenta o espectro de dicroismo 
circular (CD) no UV-longínquo da TTR-WT, a pH 7,2, e à temperatura de 24 ºC. No 
espectro é possível verificar um máximo de elipticidade do resíduo médio por volta de 
195 nm e um mínimo perto de 217 nm, bandas características de uma proteína com 
estrutura secundária maioritariamente em folha-β. 
Tendo em conta a estrutura cristalográfica da TTR humana determinada por 
difracção de raios-X com uma resolução de 1.8 Å (Blake et al., 1978) e que se 
encontra depositada na base de dados PDB (Protein Data Bank) com o código 2PAB, 
foi possível avaliar as percentagens dos diferentes tipos de estrutura secundária 
presentes na estrutura tridimensional da TTR-WT através do algoritmo de cálculo 
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DSSP (Definition of Secondary Structure of Proteins). Este algoritmo considera que 
dos 127 aminoácidos da unidade monomérica da TTR, 8 estão presentes em estrutura 
em hélice-α e 59 encontram-se em 9 cadeias-β. Desta forma, as percentagens de 
estrutura secundária obtidas pelo algoritmo DSSP são: 6% de hélice-α, 46% de  
folha-β e 48% de outras estruturas. A elevada percentagem de outras estruturas 
(voltas e estrutura ao acaso) para a TTR é aceitável, uma vez que há 7 voltas e outros 
tipos de estrutura que unem os elementos de estrutura secundária regular repetitiva 
(hélice-α e cadeias-β).  
 
 
Figura 3.1: Espectro de CD no UV-longínquo da TTR-WT a pH 7,2. O espectro foi registado à 
temperatura de 24 ºC, com uma concentração de TTR-WT de 16 µM em tampão fosfato de sódio 50 mM e 
NaCl 150 mM, pH 7,2. A cuvete usada tinha um percurso óptico de 0,2 mm. Acumularam-se 2 
varrimentos, com 70 incrementos de comprimento de onda e um tempo de integração de 4 segundos por 
ponto.  
 
 
Com o objectivo de investigar os estados iniciais de agregação da TTR-WT a  
pH 2,0, numa primeira etapa procedeu-se à alteração do pH das amostras de proteína 
através de diálise contra uma solução aquosa de HCl 10 mM, durante 4 dias, a 4 ºC, 
de forma a promover a dissociação do tetrâmero da TTR em monómeros e ainda a 
desnaturação das espécies monoméricas (Lindgren et al., 2005). Como se pode ver na 
Figura 3.2, o espectro de CD apresenta apenas um mínimo de elipticidade do resíduo 
médio, aproximadamente a 200 nm. O espectro de CD característico de estruturas 
proteicas desordenadas apresenta um mínimo próximo dos 195-197 nm. Desta forma, 
após 4 dias a pH 2,0, a TTR encontra-se numa estrutura desnaturada muito 
desordenada ainda que não totalmente.  
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Figura 3.2: Espectro de CD no UV-longínquo da TTR-WT a pH 2,0. O espectro foi registado à 
temperatura de 24 ºC, após diálise da TTR-WT contra uma solução aquosa de HCl 10 mM pH 2,0, 
durante 4 dias, a 4ºC. A concentração de TTR-WT foi de 16 µM. A cuvete usada tinha um percurso óptico 
de 0,2 mm. Acumularam-se 2 varrimentos, com 70 incrementos de comprimento de onda e um tempo de 
integração de 4 segundos por ponto.  
 
 
Adicionalmente, foi feito um ajuste ao espectro da Figura 3.2, recorrendo ao 
programa CONTIN, numa tentativa de avaliar as percentagens de estruturas 
secundárias. O algoritmo de cálculo tem como base espectros de CD no UV-longínquo 
de 48 proteínas de referência, cuja estrutura tridimensional é conhecida. Os resultados 
obtidos ao realizar o ajuste foram: 74% de outras estruturas e 27% de estrutura 
ordenada (folha-β e hélice-α). Mediante os valores percentuais de estrutura secundária 
para a TTR-WT a pH 2,0, confirma-se que a TTR está num estado desnaturado devido 
ao aumento de estrutura desorganizada, mas apresenta ainda estrutura secundária 
ordenada residual. 
Estudos de dinâmica molecular foram realizados no nosso laboratório numa 
tentativa de caracterizar a extensão da desnaturação de monómeros da TTR através 
do aumento da temperatura. Dos resultados obtidos das várias simulações  
constatou-se que na maior parte dos casos há uma perda significativa de estrutura 
secundária (Brito et al., 2004; Rodrigues et al., 2010). Apesar da desnaturação nas 
simulações ser induzida pelo aumento da temperatura e no caso do presente trabalho 
ser induzida pela acidificação do meio, verifica-se que em ambos os casos, a 
desnaturação não é total, mas parcial. 
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3.2 Análise da Estrutura Terciária da TTR-WT por 
Dicroismo Circular no UV-Próximo e por Fluorescência 
As bandas de CD no UV-próximo são observadas quando as cadeias laterais 
aromáticas de uma proteína se encontram num ambiente assimétrico. Assim, os 
espectros de CD nesta zona do ultravioleta constituem um critério extremamente 
sensível para analisar alterações da estrutura terciária de uma proteína, isto é, 
alterações no arranjo tridimensional da estrutura da proteína. 
Na Figura 3.3 está representado o espectro de CD no UV-próximo da TTR-WT 
no estado nativo. O espectro apresenta 2 máximos positivos de elipticidade do resíduo 
médio a 283 e 291 nm. Numa proteína nativa, o sinal de CD no UV-próximo é devido 
às contribuições dos aminoácidos aromáticos num ambiente assimétrico: a fenilalanina 
apresenta um pico entre os 255 e os 270 nm, a tirosina entre os 275 nm e os 282 nm e 
o triptofano entre os 290 nm e os 305 nm (Kelly et al., 2005). Assim, no caso da  
TTR-WT no seu estado nativo, os dois picos observados no espectro de CD no  
UV-próximo devem-se ao ambiente assimétrico das cadeias laterais dos triptofanos e 
das tirosinas. 
 
 
Figura 3.3: Espectros de CD no UV-próximo da TTR-WT a pH 7,2 e a pH 2,0. Os espectros foram 
registados à temperatura de 24 ºC, com uma concentração de TTR-WT de 16 µM. O espectro a preto 
corresponde à TTR-WT a pH 7,2 em tampão fosfato de sódio 50 mM e NaCl 150 mM e o espectro a 
vermelho corresponde à TTR-WT a pH 2,0, após diálise durante 4 dias, a 4ºC, contra HCl 10 mM. A 
cuvete usada tinha um percurso óptico de 5 mm. Para cada espectro, acumularam-se 2 varrimentos, com 
70 incrementos de comprimento de onda e um tempo de integração de 4 segundos por ponto. 
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Alterando o pH da solução de TTR-WT para 2,0 através de uma diálise contra 
HCl 10 mM, observa-se que o sinal de elipticidade do resíduo médio no UV-próximo se 
torna muito fraco indicando ausência de estrutura ordenada (Schmid, 1997). Assim, o 
espectro da TTR-WT a pH 2,0 (Figura 3.3) é indicativo de que a TTR apresenta uma 
estrutura terciária onde o ambiente químico dos triptofanos e tirosinas foi claramente 
alterado para um ambiente menos organizado, relativamente ao ambiente existente no 
estado nativo.  
A emissão máxima de fluorescência de triptofanos em proteínas nativas varia 
normalmente entre 332 e 342 nm (Einarsson e Andersson, 1977). No caso da TTR, o 
máximo de emissão ocorre aos 340 nm. A fluorescência em proteínas é dominada 
pela contribuição dos aminoácidos aromáticos, nomeadamente os triptofanos. A  
TTR-WT contém dois resíduos de triptofanos por monómero, o triptofano 41 e o 
triptofano 79. No entanto, o triptofano 79 exibe uma percentagem de fluorescência 
pouco significativa a pH 7, pelo que a fluorescência exibida é consequência 
maioritariamente do triptofano 41 (Quintas et al., 1999).  
 
 
Figura 3.4: Espectros de fluorescência da TTR-WT a pH 7,2 e a pH 2,0. Os espectros foram registados 
à temperatura de 24 ºC, com uma concentração de TTR-WT de 16 µM. O comprimento de onda de 
excitação foi 280 nm. O espectro a preto corresponde à TTR-WT a pH 7,2 em tampão fosfato de sódio  
50 mM e NaCl 150 mM e o espectro a vermelho corresponde à TTR-WT a pH 2,0, após diálise durante  
4 dias, a 4ºC, contra HCl 10 mM. A cuvete usada tinha um percurso óptico de 5x5 mm.  
 
 
No espectro de fluorescência da TTR-WT desnaturada a pH 2,0 (Figura 3.4)  
observa-se um desvio para o vermelho no máximo de emissão, aproximadamente 
para os 350 nm, relativamente ao máximo de emissão da TTR-WT a pH 7,2. Este 
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desvio deve-se a uma alteração do ambiente químico em torno dos triptofanos para 
um ambiente mais polar, ou seja, com uma maior exposição destes ao solvente. 
Assim, pode-se concluir que após 4 dias a pH 2,0, a TTR-WT encontra-se 
desnaturada, com quantidades residuais de estrutura secundária ordenada, estrutura 
terciária desorganizada e os resíduos de triptofano mais expostos ao solvente do que 
no estado nativo.  
 
 
 
3.3 Análise da Massa Molecular da TTR-WT por 
Cromatografia de Exclusão Molecular acoplada a um 
Detector Multiangular de Dispersão de Luz  
A proteína transtirretina no seu estado nativo encontra-se na forma tetramérica 
com um peso molecular de aproximadamente 55 kDa. Injectou-se uma amostra de 
TTR-WT a pH 7,2 num sistema SEC-MALLS. Este sistema de dispersão de luz com 
detecção multiangular (MALLS) acoplado a uma cromatografia de exclusão molecular 
(SEC) tem-se mostrado bastante útil na determinação das massas moleculares 
médias aparentes de proteínas. As espécies vão sendo eluídas na SEC pelo seu 
tamanho e forma e depois passam por um detector de dispersão de luz com múltiplos 
ângulos de detecção. A quantidade de luz dispersa medida simultaneamente a cada 
ângulo é directamente proporcional à massa molecular e à concentração dessas 
espécies (Folta-Stogniew e Williams, 1999). 
As massas moleculares aparentes das diferentes espécies nos ensaios de  
SEC-MALLS foram determinadas segundo as Equações 2.8, 2.9 e 2.10 da Secção 
2.2.3.  
No cromatograma da TTR-WT nativa a pH 7,2 (Figura 3.5), observam-se dois 
picos: A e T. O pico T é bem definido e intenso, com tempo de eluição 
aproximadamente aos 17 minutos e peso molecular aparente de 63 kDa, que 
corresponde deste modo ao tetrâmero da TTR. O pequeno pico (A) com tempo de 
eluição aproximadamente aos 15 minutos apresenta um peso molecular médio 
aparente de 269 kDa que corresponde a agregados proteicos presentes na solução. 
No cromatograma da TTR-WT desnaturada a pH 2,0 (Figura 3.6) também se 
observam dois picos: U e T. O pico mais intenso (U), com tempo de eluição 
aproximadamente aos 17 minutos, tem um peso molecular médio aparente de 17 kDa. 
Este pico corresponde ao monómero desnaturado da TTR. O pico mais pequeno (T) 
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apresenta uma massa molecular de 54 kDa com um tempo de eluição perto dos 15 
minutos, indicando que ainda há uma pequena percentagem de tetrâmero na amostra 
que não foi totalmente desnaturada.  
 
 
Figura 3.5: Análise de uma amostra de TTR-WT a pH 7,2 por SEC-MALLS. O cromatograma foi obtido 
a uma velocidade de fluxo de 0,5 mL/mim em tampão fosfato de sódio 50 mM, pH 7,2.  
Aplicaram-se 100 µL de amostra de TTR-WT 16 µM. T corresponde ao tetrâmero e A corresponde a 
agregados. 
 
 
 
 
Figura 3.6: Análise de uma amostra de TTR-WT a pH 2,0 por SEC-MALLS. O cromatograma foi obtido 
a uma velocidade de fluxo de 0,5 mL/mim em HCl 10 mM, pH 2,0. Aplicaram-se 100 µL de amostra de 
TTR-WT 16 µM. U corresponde ao monómero desnaturado e T corresponde ao tetrâmero. 
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3.4 Agregação da TTR-WT seguida por Fluorescência e 
Dicroismo Circular no UV-Próximo 
No modelo de formação de fibras amilóides da TTR proposto por Lai et al. (1996) 
é sugerido que a pH 2,0 se forma uma estrutura do tipo glóbulo fundido (molten 
globule) que é não-amiloidogénico, portanto, incompatível com a formação de fibras 
amilóides. Por outro lado, no modelo proposto por Lindgren et al. (2005) o glóbulo 
fundido compacto e amiloidogénico (molten globule), capaz de agregar e formar fibras 
amilóides, forma-se após a adição de NaCl às espécies monoméricas desnaturadas.  
De modo a promover a agregação, procedeu-se neste trabalho à adição de NaCl 
para uma concentração final de 100 mM aos monómeros desnaturados a pH 2,0 
(Lindgren et al., 2005). As alterações de estrutura terciária, induzidas pela alteração da 
força iónica do meio, foram seguidas por fluorescência e CD no UV-próximo ao longo 
do tempo.  
A Figura 3.7 mostra os espectros de fluorescência intrínseca retirados a vários 
tempos após a adição de NaCl à TTR-WT desnaturada a pH 2,0. Comparando estes 
espectros com o espectro de TTR a pH 2,0 (máximo de emissão aproximadamente a 
350 nm), verifica-se que há um desvio para o azul no máximo de emissão de 
fluorescência, para aproximadamente os 340 nm. Este máximo de emissão é 
exactamente o mesmo que o da proteína no estado nativo a pH 7,2. 
 
 
Figura 3.7: Espectros de fluorescência de TTR-WT a pH 2,0 para vários tempos de incubação após 
a adição de NaCl 100 mM. Espectros recolhidos a vários tempos de incubação: 1 hora, 1, 7, 14, 21, e 29 
dias. Os espectros foram registados à temperatura de 24 ºC, com uma concentração de TTR-WT de  
16 µM. O comprimento de onda de excitação foi 280 nm. A cuvete usada tinha um percurso óptico de  
5x5 mm. A preto e a vermelho também estão representados os espectros de TTR-WT a pH 7,2 e a  
pH 2,0, respectivamente. 
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Este desvio no comprimento de onda no máximo de emissão significa que o 
ambiente químico em torno dos triptofanos foi alterado para um ambiente mais 
hidrofóbico, como aquele verificado na conformação nativa (máximo de emissão 
aproximadamente 340 nm). Como a pH 2,0, a TTR apresenta-se fundamentalmente 
carregada positivamente porque está abaixo do seu ponto isoeléctrico que é 
aproximadamente 5 (Pettersson et al., 1987), as cargas negativas sob a forma do ião 
cloreto (Cl-) vão neutralizar as cargas positivas da proteína que ficaram expostas ao 
solvente após a desnaturação em pH ácido. Este efeito de neutralização diminui as 
repulsões electroestáticas entre os resíduos de aminoácidos carregados, favorecendo 
deste modo o efeito hidrofóbico e permitindo uma reestruturação tridimensional da 
unidade monomérica da TTR que adquire novamente uma estrutura ordenada e onde 
os triptofanos se encontram menos expostos ao solvente. No entanto, verifica-se um 
ligeiro alargamento dos espectros de TTR-WT a pH 2,0 e NaCl 100 mM, 
especialmente a comprimentos de onda baixos, quando comparados com o espectro a 
pH 7,2 (Figura 3.7). Como foi dito anteriormente, a fluorescência intrínseca da TTR 
deve-se maioritariamente aos triptofanos, pelo que esta pequena alteração entre os 
espectros pode querer dizer que o ambiente químico em torno dos triptofanos durante 
a fase inicial do processo de agregação é diferente daquele sentido pelos triptofanos 
na proteína nativa. Note-se que no estado nativo a TTR apresenta uma conformação 
tetramérica, ao passo que nestes ensaios de agregação após a adição de sal e 
segundo o modelo de Lindgren et al. (2005), a TTR encontra-se numa conformação 
monomérica parcialmente desnaturada (molten globule), com tendência para agregar. 
Como se pode ver na Figura 3.7, as pequenas alterações verificadas nos 
espectros após a adição de sal comparativamente com o espectro a pH 7,2, são 
mantidas durante o processo de agregação, pois os espectros registados a vários 
tempos de incubação são praticamente sobreponíveis, ou seja, o ambiente químico 
em torno dos triptofanos não muda significativamente durante o processo de 
agregação da TTR-WT. 
A Figura 3.8 mostra diversos espectros de CD no UV-próximo a vários tempos 
de incubação de TTR-WT a pH 2,0 com sal. É possível observar que após a adição de 
NaCl 100 mM à TTR-WT no estado desnaturado a pH 2,0, há a passagem de uma 
estrutura desorganizada com baixo sinal de elipticidade, para a formação de uma 
estrutura que apresenta um pico negativo de elipticidade próximo dos 278 nm, tal 
como observado pelos autores Jiang et al. (2001b) que produziram uma proteína 
mutante de TTR com dupla mutação (Phe87Met/Leu110Met) e onde verificaram que a 
pH 7,0 se encontra no estado monomérico e que agrega em condições acídicas. É 
possível verificar também que, ao longo do tempo, este pico negativo se mantém e 
Capítulo 3 
- 56 - 
 
que todos os espectros registados a diversos tempos, após adição de sal, são 
praticamente sobreponíveis, não se registando deste modo grandes alterações.  
 
 
Figura 3.8: Espectros de CD no UV-próximo da TTR-WT a pH 2,0 para vários tempos de incubação 
após a adição de NaCl 100 mM. Espectros recolhidos a vários tempos de incubação: 2 horas, 1, 6, 12, 
17, 20, e 32 dias. Os espectros foram registados à temperatura de 24 ºC, com uma concentração de  
TTR-WT de 16 µM. A cuvete usada tinha um percurso óptico de 5 mm. Para cada espectro,  
acumularam-se 2 varrimentos, com 70 incrementos de comprimento de onda e um tempo de integração 
de 4 segundos por ponto. A vermelho também está representado o espectro de TTR-WT a pH 2,0. 
 
 
Como já foi referido anteriormente, para que uma proteína exiba sinal de CD na 
região do UV-próximo é necessário que os seus resíduos aromáticos estejam 
inseridos num ambiente assimétrico (Schmid, 1997; Kelly et al., 2005). Para que nesta 
região o sinal de CD se altere, tem de existir uma alteração do ambiente químico em 
torno dos aminoácidos aromáticos, como se verificou no caso da transição da TTR 
nativa para a desnaturada (Figura 3.3). Isto implica que os 5 resíduos de tirosinas e os 
2 resíduos de triptofanos existentes por monómero na proteína transtirretina, com a 
alteração da força iónica do meio a pH 2,0, sofram uma mudança no seu ambiente 
químico. No entanto, o ambiente químico em torno destes aminoácidos aromáticos a 
pH 2,0 e NaCl 100 mM (um mínimo de elipticidade observado a 278 nm, Figura 3.8) é 
também diferente do ambiente químico existente na proteína nativa, a pH 7,2 (dois 
máximos de elipticidade a 283 e 291 nm, Figura 3.3). Esta diferença nos ambientes 
químicos em torno das tirosinas e triptofanos a pH 7,2 e a pH 2,0 com NaCl mostra 
que a conformação de TTR-WT após a adição de sal é diferente da conformação de 
proteína nativa e reflecte a formação do molten globule amiloidogénico. Por outro lado, 
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verifica-se que o ambiente químico destes resíduos aromáticos a pH 2,0 com sal é 
mantido ao longo do processo de agregação da TTR-WT.  
Os resultados experimentais obtidos por CD no UV-próximo complementam os 
resultados obtidos por fluorescência intrínseca (Figura 3.7), pois apesar de a alteração 
conformacional associada à formação do monómero amiloidogénico ser consistente 
com uma acessibilidade ao solvente dos resíduos aromáticos próxima do estado 
nativo, o ambiente químico em torno destes resíduos parece ser distinto do que ocorre 
no estado nativo.   
 
 
 
3.5 Agregação da TTR-WT seguida por Dicroismo 
Circular no UV-Longínquo 
No sentido de avaliar as alterações conformacionais que acompanham a 
formação de agregados amilóides a partir da forma desnaturada a pH 2,0 de TTR-WT, 
foi também estudada a variação do sinal de CD no UV-longínquo ao longo do tempo.  
De acordo com os resultados obtidos, após a adição de sal aos monómeros 
desnaturados de TTR-WT, verifica-se que houve mudanças conformacionais 
significativas (Figura 3.9). Logo após um minuto da adição de sal, observa-se um 
ganho de estrutura secundária dramática, com passagem de uma estrutura altamente 
desordenada para uma estrutura do tipo folha-β, com um mínimo de elipticidade 
observada na zona dos 213 - 215 nm. Estes resultados confirmam que, após a adição 
de sal, há uma reestruturação tridimensional dos monómeros desnaturados da 
proteína transtirretina, que adquirem novamente estrutura secundária. 
No espectro de CD no UV-longínquo ao primeiro minuto de incubação após a 
adição de NaCl (Figura 3.9), já é possível observar uma forma característica de 
estrutura em folha-β e um sinal mais negativo da elipticidade do resíduo médio, 
comparado com o espectro de TTR-WT no seu estado nativo (Figura 3.9). Estes 
resultados experimentais são compatíveis com o modelo de Lindgren et al., segundo o 
qual a mudança de conformação se deve à passagem de um monómero desnaturado 
com alguma estrutura secundária residual, eventualmente numa conformação de 
glóbulo fundido compacto não-amiloidogénico, para um glóbulo fundido (molten 
globule) com mais estrutura secundária ordenada e com capacidade de agregar.  
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Figura 3.9: Espectros de CD no UV-longínquo de TTR-WT, a pH 2,0 e após a adição de NaCl 100 
mM para diferentes tempos de incubação até 24 horas. Espectros recolhidos a vários tempos de 
incubação: 1, 15, 30 minutos (a azul), 1 e 24 horas (a verde). Os espectros foram registados à 
temperatura de 24 ºC e para uma concentração de TTR-WT de 16 µM. A cuvete usada tinha um percurso 
óptico de 0,2 mm. Para cada espectro, fez-se 1 varrimento, com 65 incrementos de comprimento de onda 
e um tempo de integração de 4 segundos por ponto. A preto e a vermelho estão representados os 
espectros de TTR-WT a pH 7,2 e a pH 2,0, respectivamente. 
 
 
Verifica-se ainda que ao longo do tempo, e acompanhando a agregação, há 
aumento do valor absoluto do sinal de CD, o que pode indicar ganho de estrutura 
secundária em folha-β. Considerando esta observação, foram recolhidos mais 
espectros ao longo do tempo, de modo a ver até quando este aumento de sinal se 
mantinha (Figura 3.10). O aumento do valor absoluto do sinal de CD, e possível ganho 
de estrutura secundária do tipo folha-β ocorre até, aproximadamente, 23 dias. Como 
se pode ver na Figura 3.10, a partir do 23º dia há sobreposição dos espectros. 
Adicionalmente, para os tempos de incubação mais longos parece haver um ligeiro 
desvio para o vermelho do comprimento de onda (1 a 2 nm) do mínimo de elipticidade 
observada, o que pode ser indicativo do aparecimento de agregados grandes e ricos 
em folha-β.  
Para uma melhor percepção do ganho significativo de estrutura secundária do 
tipo folha-β ao longo do tempo (Figuras 3.9 e 3.10), na Figura 3.11 é apresentado o 
valor de elipticidade do resíduo médio a 217 nm em função do tempo de incubação 
após a adição de sal à TTR-WT a pH 2,0. 
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Figura 3.10: Espectros de CD no UV-longínquo de TTR-WT, a pH 2,0 e após a adição de NaCl  
100 mM para diferentes tempos de incubação longos. Espectros recolhidos a vários tempos de 
incubação: 1, 2, 3, 9, 13, 17, 20, 23, 26, 29 e 31 dias. Os espectros foram registados à temperatura de  
24 ºC e a concentração de TTR-WT foi de 16 µM. A cuvete usada tinha um percurso óptico de 0,2 mm. 
Para cada espectro, acumularam-se 2 varrimentos, com 65 incrementos de comprimento de onda e um 
tempo de integração de 4 segundos por ponto. A preto também está representado o espectro de TTR-WT 
a pH 7,2. 
 
 
 
Figura 3.11: Monitorização do processo de agregação da TTR-WT, a pH 2,0, NaCl 100 mM e 16 µM 
por CD no UV-longínquo. Os valores de elipticidade do resíduo médio a 217 nm foram obtidos em 
função do tempo de incubação, a 24 ºC, após a adição de NaCl 100 mM a TTR-WT desnaturada a  
pH 2,0. 
 
 
Analisando a Figura 3.11, observa-se uma primeira fase com um decréscimo 
acentuado da elipticidade, correspondendo a um aumento na estrutura secundária 
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associada à mudança do estado conformacional dos monómeros desnaturados para 
monómeros amiloidogénicos e primeiros oligómeros (Figura 3.9). Seguidamente, 
observa-se uma fase em que a elipticidade do resíduo médio se mantém 
aproximadamente constante por volta dos -11.5 deg.cm2dmol-1, desde o primeiro até 
ao sexto dia. A partir do 6º dia até ao 23º dia observa-se um aumento gradual do valor 
absoluto da elipticidade que deverá corresponder a um aumento e estabilização da 
estrutura secundária em folha-β. Após o 23º dia, a elipticidade do resíduo médio 
estabiliza novamente, por volta dos -17.5 deg.cm2dmol-1 (Figuras 3.10 e 3.11). 
O comportamento aproximadamente sigmoidal, observado entre o primeiro e o 
trigésimo sétimo dia (Figura 3.11), sugere um mecanismo de agregação do tipo 
nucleação-crescimento com a nucleação de oligómeros a ocorrer entre o 1º e 6º dias, 
seguida de uma fase de crescimento de agregados até à formação de fibras amilóides. 
 
 
 
3.6 Caracterização dos Agregados de TTR-WT 
No sentido de caracterizar morfologicamente as espécies formadas na fase final 
do processo de agregação, ao 37 º dia de incubação de TTR-WT a pH 2,0 com NaCl 
100 mM fez-se um ensaio de microscopia electrónica de transmissão (TEM). A 
fotomicrografia electrónica (Figura 3.12) revela estruturas fibrilares não-ramificadas 
com um diâmetro de aproximadamente 10 nm e comprimento indeterminado. O 
diâmetro destas estruturas fibrilares é o diâmetro característico observado para fibras 
amilóides de TTR (Serpell et al., 1995). Pode-se portanto concluir que ao 37 º dia de 
incubação com NaCl 100 mM, a amostra de TTR-WT apresenta fibras amilóides 
maduras. 
 
 
Figura 3.12: Análise morfológica dos agregados de TTR-WT. Fotomicrografia de microscopia 
electrónica de fibras amilóides presentes na amostra após 37 dias de incubação a 24 ºC e adição de NaCl 
100 mM da TTR-WT desnaturada a pH 2,0. A concentração final de TTR-WT neste ensaio de TEM foi de 
8 µM (diluição 1:2 da amostra inicial). 
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Para além do ensaio de microscopia electrónica realizado, fez-se também um 
ensaio de fluorescência com tioflavina-T (Th-T) da mesma amostra. Os máximos de 
excitação e de emissão de fluorescência da Th-T sofrem um desvio para o vermelho 
após a ligação com fibras amilóides (Naiki et al., 1989). Na ausência de fibras 
amilóides, a Th-T apresenta um baixo rendimento quântico de fluorescência, com 
máximos de excitação e de emissão a 385 e 445 nm, respectivamente (LeVine III, 
1993). Na presença de fibras amilóides, o rendimento quântico de fluorescência 
aumenta significativamente e os máximos de excitação e emissão sofrem um desvio 
para 450 e 482 nm, respectivamente (Naiki et al., 1989). 
A Figura 3.13 mostra a resposta fluorimétrica da Th-T em presença de TTR-WT 
16 µM desnaturada a pH 2,0, com NaCl 100 mM, após 37 dias de incubação a 24 ºC. 
O espectro apresenta um máximo de emissão aproximadamente aos 482 nm, o 
mesmo máximo de emissão que se observa para a tioflavina-T na presença de fibras 
amilóides. 
 
 
Figura 3.13: Ensaio de Th-T para detecção de fibras amilóides. Espectro de emissão de Th-T (linha 
contínua) de uma amostra de TTR-WT 16 µM, após 37 dias de incubação a 24 ºC, pH 2,0 e  
NaCl 100 mM. Adicionou-se à amostra uma solução de Th-T concentrada de forma a obter uma 
concentração final de Th-T 10 µM. O comprimento de onda de excitação usado foi 450 nm. A cuvete 
usada tinha um percurso óptico de 5x5 mm. A linha a ponteado () representa o espectro de emissão do 
tampão com Th-T 10 µM na ausência de TTR-WT. 
 
 
Estes resultados estão, assim, concordantes com os resultados obtidos por TEM 
(Figura 3.12). Por outro lado, estes resultados podem justificar o pequeno desvio do 
comprimento de onda do mínimo de elipticidade do resíduo médio observado nos 
espectros de CD no UV-longínquo para tempos mais longos de incubação  
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(Figura 3.10). É natural que o mínimo de elipticidade observada ao longo do processo 
de agregação (213 nm) sofra um desvio para valores mais próximos dos 217 nm 
(mínimo característico de estruturas em folha-β) aquando da formação de fibras 
amilóides maduras que são estruturas abundantes em folha-β (Steim e Fleischer, 
1967; Reinert e Davis, 1971). 
 
 
 
3.7 Determinação da Massa Molecular Aparente das 
Espécies formadas no Processo de Agregação da  
TTR-WT por Cromatografia de Exclusão Molecular 
acoplada a um Detector Multiangular de Dispersão de 
Luz  
Com o objectivo de determinar a massa molecular dos oligómeros formados no 
início do processo de agregação da proteína transtirretina, foram preparadas várias 
amostras de TTR-WT a 16 µM e pH 2,0, e para vários tempos de incubação após 
adição de NaCl 100 mM: 0, 2, 10, 30 e 60 minutos. Estas amostras foram 
posteriormente injectadas num sistema SEC-MALLS e os dados registados estão 
apresentados na Figura 3.14.  
Analisando a Figura 3.14 é possível verificar a existência de 2 picos principais 
em todos os cromatogramas (SA e MG). O pico MG é bem definido e apresenta um 
tempo de eluição por volta dos 19 minutos. Da análise de todos os cromatogramas por 
MALLS, este pico tem um peso molecular médio aparente entre 20 e 27 kDa, 
correspondendo em princípio a uma espécie monomérica da TTR. Segundo o modelo 
proposto por Lindgren et al. (2005), na fase inicial do processo de agregação da  
TTR-WT a espécie monomérica que se forma é o molten globule (MG), logo o referido 
pico corresponderá ao conjunto de monómeros desnaturados e molten globules. 
Também é possível verificar na Figura 3.14 que este pico referente às espécies 
monoméricas vai diminuindo de intensidade ao longo do tempo de incubação com sal, 
à medida que a intensidade e a largura do pico SA vai aumentando. Os valores das 
massas moleculares médias aparentes obtidas por MALLS indicam que este pico diz 
respeito a pequenos agregados (SA). Para os ensaios de 10, 30 e 60 minutos de 
incubação, os agregados apresentam uma massa molecular média aparente de 
aproximadamente 230, 350 e 380 kDa, respectivamente. 
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Figura 3.14: Cromatogramas de SEC-MALLS de TTR-WT 16 µM, pH 2,0 e após a adição de NaCl 100 
mM para diferentes tempos de incubação até 1 hora. Cromatogramas recolhidos a vários tempos de 
incubação: 0 (coluna), 0, 2, 10, 30 e 60 minutos. 0 min (coluna) significa que se injectou na coluna de 
exclusão molecular uma amostra de TTR-WT a pH 2,0 sem sal. Cada cromatograma foi obtido a uma 
velocidade de fluxo de 0,5 mL/mim em HCl 10 mM, pH 2,0 e NaCl 100 mM. Aplicaram-se 100 µL de cada 
amostra. MG corresponde ao molten globule, SA corresponde a pequenos agregados e I corresponde a 
um intermediário oligomérico de agregação. 
 
 
O tempo 0 minutos (coluna) significa que se injectaram-se 100 µL de TTR-WT a 
pH 2,0 sem adicionar sal previamente, ou seja, a agregação foi iniciada no interior da 
coluna de exclusão molecular equilibrada com HCl 10 mM, pH 2,0 e NaCl 100 mM. O 
tempo 0 minutos significa que a mistura de NaCl 100 mM à amostra de TTR-WT a  
pH 2,0 foi feita imediatamente antes de se injectar a amostra na coluna.  
Prepararam-se ainda amostras de TTR-WT a pH 2,0 com sal para tempos mais 
longos de incubação, no sentido de seguir o desaparecimento do molten globule ao 
longo do processo de agregação. Na Figura 3.15 encontram-se os cromatogramas 
obtidos através do sistema SEC-MALLS para tempos de incubação de 2, 5 e 24 horas. 
Mesmo 24 horas após o início da agregação, ainda é visível uma percentagem mínima 
de monómero (MG) em solução.  
Analisando todos os cromatogramas das Figuras 3.14 e 3.15, verifica-se que à 
medida que o pico de molten globule diminui de intensidade, vai aumentando a 
intensidade do pico dos agregados, indicando que a massa molecular média aparente 
destes agregados vai aumentando ao longo do tempo. Por outro lado, para os tempos 
de incubação 2, 5 e 24 horas, os agregados são eluídos no volume de exclusão ou 
externo da coluna, o que indica que estes agregados têm massas moleculares 
aparentes superiores a 500 kDa.  
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Figura 3.15: Cromatogramas de SEC-MALLS de TTR-WT 16 µM, pH 2,0 e após a adição de NaCl 100 
mM para tempos de incubação até 24 horas. Cromatogramas recolhidos a vários tempos de incubação: 
2, 5 e 24 horas. Cada cromatograma foi obtido a uma velocidade de fluxo de 0,5 mL/mim em HCl 10 mM, 
pH 2,0 e NaCl 100 mM. Aplicaram-se 100 µL de cada amostra. MG corresponde ao molten globule, A 
corresponde a agregados e I corresponde a um intermediário oligomérico de agregação. 
 
 
É interessante notar que nos primeiros tempos de incubação (0 e 2 minutos) há 
um pequeno pico (I) aos 17 minutos de eluição, com uma massa molecular média 
aparente de 70 a 90 kDa, que corresponde ao ombro observado nos restantes 
cromatogramas (Figuras 3.14 e 3.15). Devido à baixa intensidade deste ombro 
verificada nos ensaios com tempos de incubação a partir dos 10 minutos, não foi 
possível calcular as massas moleculares médias aparentes destas espécies nos 
restantes cromatogramas. Isto pode querer dizer que logo na fase inicial do processo 
de agregação se forma uma espécie oligomérica amiloidogénica intermediária que 
aparenta ter entre 5 e 7 unidades monoméricas (5 monómeros ≈ 69 kDa;  
7 monómeros ≈ 96 kDa).  
Dos vários cromatogramas obtidos ao longo do processo de agregação para 
TTR-WT 16 µM (Figuras 3.14 e 3.15), observa-se que o sistema de cromatografia não 
é capaz de separar os diferentes agregados que se formam ao longo do processo de 
agregação da TTR-WT. Desta forma, realizou-se uma nova experiência de agregação, 
diminuindo a concentração de TTR-WT o mais possível. Ao diminuir a concentração 
de proteína espera-se que o processo de agregação se torne mais lento, facilitando a 
separação e identificação dos diferentes agregados no processo.  
Na Figura 3.16 estão representados os diversos ensaios de SEC-MALLS a 
vários tempos de incubação após a adição de NaCl 100 mM a TTR-WT 2,3 µM.  
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Figura 3.16: Cromatogramas de SEC-MALLS de TTR-WT 2,3 µM, pH 2,0 e após a adição de NaCl 
100 mM para tempos de incubação até 24 horas. Cromatogramas recolhidos a vários tempos de 
incubação: 0, 30 minutos, 2, 4, 8, 16, 20 e 24 horas. Cada cromatograma foi obtido a uma velocidade de 
fluxo de 0,5 mL/mim em HCl 10 mM, pH 2,0 e NaCl 100 mM. Aplicaram-se 700 µL de cada amostra. MG 
corresponde ao molten globule, A corresponde a agregados e I corresponde a um intermediário 
oligomérico de agregação. 
 
 
Analisando e comparando estes ensaios com os ensaios anteriores de  
SEC-MALLS de TTR-WT 16 µM (Figuras 3.14 e 3.15) verifica-se que, de facto, o 
processo de agregação ficou mais lento com a diminuição da concentração de 
proteína. Ao final de 24 horas, ainda há uma percentagem significativa de molten 
globule. 
Nestes ensaios, as massas moleculares médias aparentes do molten globule, 
apresentam valores entre 25 a 31 kDa. Adicionalmente, é ainda mais evidente a 
formação de uma espécie intermediária de oligomerização, em especial, no ensaio de 
30 minutos de incubação, com um tempo de eluição aproximadamente aos 17 minutos 
(Figura 3.16). Verifica-se que esta espécie intermediária oligomérica se forma logo no 
ensaio de 0 minutos e que, para os restantes ensaios com tempos de incubação 
superiores a 30 minutos, o cromatograma também apresenta um pequeno ombro para 
o mesmo tempo de eluição (17 minutos). No entanto, como a intensidade do ombro na 
maior parte dos ensaios é muito baixa (2, 4, 8, 16, 20 e 24 horas), não foi possível 
calcular os pesos moleculares médios aparentes para estes ensaios. Contudo, para os 
ensaios de 0 e 30 minutos, as massas moleculares médias aparentes obtidas para o 
pico dos agregados apresentam valores compreendidos entre 95 e 127 kDa, o que 
equivale a um oligómero constituído por 7 a 10 unidades monoméricas. Estes 
resultados estão globalmente de acordo com os resultados anteriormente obtidos para 
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uma concentração mais elevada de TTR-WT (Figuras 3.14 e 3.15), havendo portanto a 
formação de um oligómero intermediário do processo de agregação com cerca de 6 a 
10 subunidades monoméricas.  
Estes resultados experimentais obtidos por SEC-MALLS de TTR-WT a 2,3 e  
16 µM estão de acordo com experiências realizadas no nosso laboratório por Photo 
Induced Cross-Linking of Unmodified Proteins (PICUP) que mostraram que as 
espécies monoméricas da TTR-WT e TTR-L55P se associam uma a uma até à 
formação de um octómero, pelo menos (Correia, 2005; Silva, 2006). Desta forma, 
combinando os resultados de SEC-MALLS e PICUP tudo indica que efectivamente 
haja a presença de um intermediário oligomérico logo na fase inicial do processo de 
agregação da TTR, constituído por cerca de 6 a 10 subunidades monoméricas.  
 
 
 
3.8 Cinética da Fase Inicial do Processo de Agregação 
da TTR-WT a pH 2,0 e NaCl 100 mM 
Com o objectivo de determinar o valor das constantes de velocidade para a 
mudança do estado conformacional do monómero da TTR-WT e/ou para a formação 
dos primeiros oligómeros no processo de agregação da TTR-WT, monitorizou-se a 
variação da elipticidade do resíduo médio no UV-longínquo a 213 nm, a variação da 
elipticidade do resíduo médio no UV-próximo a 291 nm e a variação da intensidade de 
emissão de fluorescência a 380 nm usando um comprimento de onda de excitação de 
290 nm. Para todas as experiências realizadas, a concentração final de TTR-WT foi de 
16 µM.  
De forma a encontrar um mecanismo cinético que se adeqúe a estes resultados 
experimentais, foram testados dois mecanismos. Inicialmente, tentou-se ajustar aos 
dados um mecanismo simples de dois estados (Monómero Desnaturado  Pequenos 
Agregados), embora o ajuste aos pontos experimentais não tenha sido bem sucedido. 
Seguidamente, tentou-se ajustar aos dados um mecanismo que sugere a presença de 
um intermediário (Monómero Desnaturado  Intermediário  Pequenos Agregados) e 
verificou-se que este mecanismo era apropriado aos pontos experimentais obtidos 
para cada técnica (Figura 3.17). Segundo o modelo de agregação proposto por 
Lindgren et al. (2005) e segundo os resultados experimentais obtidos no presente 
trabalho por SEC-MALLS, CD e fluorescência, tudo indica que o intermediário 
amiloidogénico que se forma à medida que desaparece o monómero desnaturado é 
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um monómero parcialmente desnaturado, com grande percentagem de estrutura 
secundária ordenada e estrutura terciária não-nativa (molten globule) que vai 
agregando ao longo do tempo. Assim, o mecanismo mais simples e que mais se 
adequa aos resultados experimentais obtidos é traduzido por: 
 
 U k1  MG k2  SA (I) 
 
onde U representa monómero desnaturado, MG representa molten globule e SA 
representa pequenos agregados.  
A equação diferencial da velocidade para o desaparecimento do reagente 
monomérico desnaturado ao longo do tempo é dada pela expressão (Formosinho e 
Arnaut, 2003):  
 
 
d[U]
dt  = - k1 [U] (3.1) 
 
onde [U] representa a concentração molar de monómero desnaturado ao longo do 
tempo. No instante t = 0, tem-se [U] = C, sendo C a concentração total de proteína. 
Integrando a Equação 3.1, para a condição inicial de t = 0, obtém-se:  
 
  d[U][U]  = - k1  dtt0[U] C  (3.2) 
 
que é a lei integrada da velocidade e que permite determinar a concentração molar de 
proteína desnaturada ao longo do tempo: 
 
 [U] = C e-k1t (3.3) 
 
De acordo com o modelo estabelecido, a variação da concentração do 
intermediário monomérico compacto em função do tempo depende da velocidade de 
desaparecimento do monómero desnaturado e da velocidade de formação dos 
pequenos agregados. Assim, a variação da concentração do monómero compacto ao 
longo do tempo é dada pela seguinte equação diferencial (Formosinho e Arnaut, 
2003): 
 
 
d[MG]
dt  = k1 [U] – k2 [MG] (3.4) 
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Tendo em conta que a concentração de U é dada pela Equação 3.3 e que  
[MG] = 0 para t = 0, a equação integral para a dependência da concentração de MG 
com o tempo é dada pela expressão: 
 
 [MG] = k1k2 - k1 e-k1t - e-k2t  C (3.5) 
 
válida para o caso em que k1 ≠ k2. 
O produto SA é formado pelo decaimento do intermediário MG e a sua variação 
da concentração com o tempo é dada pela equação diferencial 3.6 (Formosinho e 
Arnaut, 2003): 
 
 
d[SA]
dt  = k2 [MG] (3.6) 
 
Tendo em consideração a Lei da Conservação da Massa em que a todos os 
tempos da reacção a massa total permanece constante, a soma das concentrações de 
todas as espécies presentes em solução é dada pela Equação 3.7: 
 
 C = [U] + [MG] + [SA] (3.7) 
 
e resolvendo em ordem à concentração dos pequenos agregados obtém-se: 
 
 [SA] = C – [U] – [MG] (3.8) 
 
Da substituição das Equações 3.3 e 3.5 na Equação 3.8 resulta na dependência 
da concentração de SA com o tempo: 
 
 [SA] = 1+ k1e-k2t - k2e-k1tk2 - k1  C (3.9) 
 
A intensidade do sinal de CD e de fluorescência, IS, corresponde ao somatório 
da intensidade de sinal proveniente das espécies presentes em solução (IU, IMG e ISA): 
 
 IS = ∑ Ii 	i
 = IU 	U
 + IMG 	MG
 + ISA 	SA
 (3.10) 
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Assim, no caso do modelo cinético acima considerado (Esquema I), a 
intensidade do sinal quer do CD quer da fluorescência é dada pela seguinte 
expressão: 
 
 IS = IU e-k1t C + IMG 
k1
k2 - k1
e-k1t - e-k2t  C + ISA 1+ k1e-k2t - k2e-k1tk2 - k1  C (3.11) 
 
Para determinar as constantes de velocidade aparente k1 e k2 do início do 
processo de agregação da TTR-WT, ajustou-se a função não-linear (Equação 3.11) 
aos valores experimentais de intensidade de sinal de CD e fluorescência em função do 
tempo para cada experiência (Figura 3.17), usando o programa Origin7.0 (OriginLab 
Corporation). A constante cinética k1 está relacionada com a mudança do estado 
conformacional monomérico e k2 está relacionada com a formação das primeiras 
espécies oligoméricas no processo de agregação da TTR-WT.  
Na Tabela 3.1 encontram-se os valores de k1 e k2 obtidos a partir do ajuste  
não-linear aos pontos experimentais para as várias técnicas. Como k1 é maior que k2,  
conclui-se que a alteração conformacional do monómero desnaturado em molten 
globule é mais rápida que a formação dos pequenos agregados, sendo esta última 
fase o passo determinante da velocidade da reacção na fase inicial de agregação da 
TTR-WT. Os valores obtidos para k1 pelas três técnicas e para cada ensaio são 
valores na mesma ordem de grandeza e muito próximos entre si. O mesmo acontece 
para k2. No entanto, apenas os valores obtidos por CD no UV-próximo são mais 
discordantes para k1 e k2 face aos outros valores obtidos, principalmente no segundo 
ensaio.  
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Figura 3.17: Cinética da fase inicial do processo de agregação de TTR-WT 16 µM, a pH 2,0 e após a 
adição de NaCl 100 mM, seguida por CD e fluorescência. (A) CD no UV-longínquo monitorizado a  
213 nm, usando uma cuvete com percurso óptico de 0,2 mm, tempo de integração para cada ponto de  
6 segundos e tempo de mistura manual de 35 segundos; (B) CD no UV-próximo monitorizado a 291 nm, 
usando uma cuvete com percurso óptico de 5 mm, tempo de integração para cada ponto de 10 segundos 
e tempo de mistura manual de 11 segundos e (C) fluorescência monitorizada a 380 nm com excitação a 
290 nm, usando uma cuvete com percurso óptico de 5x5 mm, tempo de integração para cada ponto de  
9 segundos e tempo de mistura manual de 10 segundos. Todos os ensaios foram realizados a uma 
temperatura de 24 ºC. A linha vermelha representa o ajuste da função não-linear (Equação 3.11) aos 
pontos experimentais (). Os painéis superiores a cada gráfico representam os resíduos pesados. 
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Tabela 3.1: Constantes de velocidade da alteração do estado conformacional do monómero 
(k1) e da formação dos primeiros oligómeros (k2) de TTR-WT 16 µM, a pH 2,0 e NaCl 100 mM, 
seguida por CD e Fluorescência. Os valores obtidos por CD no UV-próximo para k1 e k2 são os mais 
discordantes face aos restantes, nomeadamente no segundo ensaio.  
 
 Ensaio 1 Ensaio 2 
Técnica k1 (s-1) k2 (s-1) k1 (s-1) k2 (s-1) 
Dicroismo Circular 
UV-Longínquo 0,0078 ± 0,0007 0,00072 ± 0,00006 0,0067 ± 0.0006 0,00061 ± 0,00007 
Dicroismo Circular 
UV-Próximo 0,013 ± 0,0014 0,00074 ± 0,00033 0,041 ± 0.022 0,0014 ± 0,00013 
Fluorescência 0,0085 ± 0,0005 0,00059 ± 0,00014 0,0041 ± 0.0006 0,00084 ± 0,00021 
 
 
 
A Tabela 3.2 mostra os valores médios de k1 e k2 obtidos no total das três 
técnicas e nos dois ensaios, desprezando o ensaio 2 do CD no UV-próximo. 
 
 
Tabela 3.2: Constantes médias de velocidade da alteração do estado conformacional do 
monómero (k1) e da formação dos primeiros oligómeros (k2) de TTR-WT 16 µM, a pH 2,0 e NaCl  
100 mM. Valores médios obtidos no total de dois ensaios de fluorescência e CD no UV-longínquo e um 
ensaio de CD no UV-próximo. 
 
 (s-1) (min-1)
 
k1 0,0079 ± 4,4 x 10-3 0,47 ± 0,26 
k2 0,0007 ± 8,0 x 10-5 0,042 ± 0,005 
 
 
Para a gama de concentrações usadas de TTR-WT a 16 µM e a 24 ºC, a 
constante de alteração conformacional do monómero é uma ordem de magnitude 
superior à constante de formação dos pequenos agregados.  
A Figura 3.18 ilustra a evolução da fracção molar de U, MG e SA ao longo do 
tempo, de acordo com os valores médios das constantes cinéticas apresentadas na 
Tabela 3.2. Segundo o modelo proposto no presente trabalho para a fase inicial de 
agregação da TTR-WT (U  MG  SA) e tendo em conta a Figura 3.18 que mostra 
que aos 10 minutos todo o monómero desnaturado já foi consumido, a espécie 
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monomérica da TTR-WT a que correspondem os picos de monómero nos ensaios de  
SEC-MALLS para tempos de incubação superiores a 10 minutos só podem 
corresponder ao molten globule (Figuras 3.14 e 3.15). A concentração de molten 
globule é máxima aproximadamente aos 6 minutos e ao fim de uma hora, ainda há 
aproximadamente 10% de molten globule em solução. 
A Figura 3.18 mostra que a partir dos 2 até aos 60 minutos há um aumento da 
concentração de agregados de aproximadamente 90%. Analisando todos os 
cromatogramas representados na Figura 3.14 verifica-se que nos tempos de 
incubação de 0 a 2 minutos há formação de oligómeros com massas moleculares 
médias aparentes de 70 a 90 kDa e que para os tempos de incubação de 10, 30 e 60 
minutos há um aumento brusco das massas moleculares médias aparentes destes 
agregados até 380 kDa.  
 
 
Figura 3.18: Variação da fracção molar de monómero, molten globule e pequenos agregados ao 
longo do tempo de TTR-WT 16 µM, pH 2,0 e NaCl 100 mM. () representa a variação da fracção molar 
de monómero desnaturado (U), (- - -) representa a variação da fracção molar de molten globule (MG) e 
() representa a variação da fracção molar de pequenos agregados (SA), ao longo do tempo. Os valores 
usados para as constantes cinéticas foram: k1 = 0,47 min-1 e k2 = 0,042 min-1.  
 
 
De modo a testar a influência da concentração de proteína na fase inicial do 
processo de agregação da TTR-WT no valor das constantes de velocidades aparentes 
k1 (constante de velocidade da mudança do estado conformacional do monómero da 
TTR-WT) e k2 (constante de velocidade da formação dos primeiros oligómeros no 
processo de agregação da TTR-WT), monitorizou-se a variação da elipticidade do 
resíduo médio no UV-longínquo a 213 nm, para uma concentração final de TTR-WT de 
2,3 µM. De acordo com os resultados experimentais de agregação obtidos por  
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SEC-MALLS a esta mesma concentração de TTR-WT, observou-se que a agregação 
era mais lenta comparativamente aos ensaios de agregação com uma concentração 
mais elevada de TTR-WT (16 µM). Assim, como a agregação é mais lenta, o ensaio 
cinético neste caso teve uma duração total de 2 horas, e não apenas uma hora como 
nos ensaios cinéticos anteriormente analisados. A variação da elipticidade do resíduo 
médio em função do tempo está apresentada na Figura 3.19. 
Para determinar as constantes cinéticas aparentes k1 e k2, ajustou-se a função 
não-linear (Equação 3.11) aos valores experimentais de intensidade do sinal de CD 
em função do tempo. O ajuste do mecanismo proposto para a reacção de agregação 
da TTR-WT aos dados experimentais está apresentado também na Figura 3.19. 
 
 
Figura 3.19: Cinética da fase inicial do processo de agregação de TTR-WT 2,3 µM, a pH 2,0 e após a 
adição de NaCl 100 mM, seguida por CD no UV-longínquo. CD no UV-longínquo monitorizado a  
213 nm, usando uma cuvete com percurso óptico de 1 mm, tempo de integração para cada ponto de  
6 segundos e tempo de mistura manual de 30 segundos. O ensaio foi realizado a uma temperatura de  
24 ºC. A linha vermelha representa o ajuste da função não-linear (Equação 3.11) aos pontos 
experimentais (). O painel superior representa os resíduos pesados. 
 
 
Segundo a Figura 3.19, o ajuste aos pontos experimentais com a função de 
ajuste proposta aparenta ser também apropriado, ainda que não tão bom como os 
ajustes observados para os ensaios a 16 µM. Na Tabela 3.3 encontram-se os valores 
de k1 e k2 obtidos a partir do ajuste não-linear aos pontos experimentais. 
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Tabela 3.3: Constantes médias de velocidade da alteração do estado conformacional do 
monómero (k1) e da formação dos primeiros oligómeros (k2) de TTR-WT 2,3 µM, pH 2,0 e NaCl  
100 mM. Os valores apresentados são os valores médios obtidos em CD no UV-longínquo para um total 
de três ensaios. 
 
 (s-1) (min-1)
 
k1 0,0075 ± 1,6 x 10-3  0,45 ± 0,096 
k2 0,00035 ± 5,7 x 10-5 0,021 ± 0,0034 
 
 
 
Comparando estas constante cinéticas com os ensaios de TTR-WT a 16 µM vê-
se que k1 não sofre alterações, enquanto que k2 é menor. Isto significa que a mudança 
conformacional do monómero desnaturado para molten globule é independente da 
concentração, ao passo que a formação dos pequenos agregados já é um processo 
que depende da concentração de TTR-WT.  
 
 
Figura 3.20: Variação da fracção molar de monómero, molten globule e pequenos agregados ao 
longo do tempo para TTR-WT 2,3 µM (a vermelho) e 16 µM (a azul), pH 2,0 e NaCl 100 mM.  
() representa a variação da fracção molar de monómero desnaturado (U), (- - -) representa a variação da 
fracção molar de molten globule (MG) e () representa a variação da fracção molar de pequenos 
agregados (SA), ao longo do tempo. A azul ilustra-se o caso em que k1 = 0,47 min-1 e k2 = 0,042 min-1 e a 
vermelho ilustra-se o caso em que k1 = 0,45 min-1 e k2 = 0,021 min-1. 
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A Figura 3.20 ilustra a evolução da fracção molar de U, MG e SA ao longo do 
tempo a 2,3 µM, de acordo com os valores médios das constantes cinéticas 
apresentadas na Tabela 3.2, comparativamente com os resultados obtidos a 16 µM 
(Figura 3.18).  
 
 
 
3.9 Cinética da Fase Final do Processo de Agregação da 
TTR-WT a pH 2,0 e NaCl 100 mM 
A formação de fibras amilóides normalmente ocorre através de um processo 
inicial de nucleação seguido de um processo de crescimento. Na fase de nucleação, 
um núcleo ordenado de agregados constituídos por unidades monoméricas é formado 
durante uma lag phase, depois de se atingir uma concentração crítica das espécies 
monoméricas. A etapa de formação do intermediário amilóidogénico (núcleo) é a etapa 
determinante do processo de formação de fibras amilóides (Rochet e Lansbury Jr, 
2000). Depois da nucleação, ocorre um crescimento rápido até à formação de fibras 
amilóides por associação de monómeros ou oligómeros com o intermediário de 
nucleação amiloidogénico (Rochet e Lansbury Jr, 2000; Chi et al., 2003; Chiti e 
Dobson, 2006). Em doentes com amiloidoses, verificou-se sempre um período de 
vários anos entre o aparecimento de uma proteína potencialmente amiloidogénica até 
à deposição extracelular de fibras amilóides (Pepys, 2006).  
De acordo com os dados experimentais apresentados anteriormente na  
Figura 3.11, a partir do primeiro dia de incubação de TTR-WT 16 µM, a pH 2,0 e  
NaCl 100 mM, verifica-se um comportamento aproximadamente sigmoidal da variação 
do sinal de CD no UV-longínquo, a 217 nm, que sugere o modelo de formação de 
fibras acima descrito. O modelo cinético de agregação proposto por Finke-Watzky 
adequa-se aos resultados experimentais obtidos visto ser apropriado para o 
mecanismo de formação de fibras amilóides. Este modelo apresenta uma etapa de 
nucleação e uma etapa de crescimento (Morris e Finke, 2009):  
 
 SA k3  A  
 SA + A 
k4  2A (II) 
 
onde SA representa os pequenos agregados e A representa grandes agregados.  
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As constantes de velocidade para cada etapa são k3 e k4.  
A equação diferencial da velocidade para o desaparecimento de SA ao longo do 
tempo é dada pela seguinte equação diferencial: 
 
 
d[SA]
dt  = - k3 	SA
 - k4 [SA] [A] (3.12) 
 
Tendo em consideração a Lei da Conservação da Massa, a soma das 
concentrações de todas as espécies presentes em solução é dada pela Equação 3.13: 
 
 C = [SA] + [A] (3.13) 
 
e resolvendo em ordem à concentração dos agregados obtém-se: 
 
 [A] = C - [SA] (3.14) 
 
Substituindo a Equação 3.14 na Equação 3.12 e integrando para a condição 
inicial de que para t = 0 vem [SA] = C, obtém-se:  
 
 
	SA
 = k3k4 + C
1+ k3k4 C
 e(k3+k4C)t
 (3.15) 
 
Para determinar a velocidade de formação de A, estabelece-se: 
 
 
d[A]
dt  = k3	SA
 - k4 	SA
	A
 + k4 [A]2 (3.16) 
 
Tendo em conta a Equação 3.14, substitui-se a concentração de SA pela 
Equação 3.15 e obtém-se a dependência da concentração de A com o tempo: 
 
 
	A
 = C - k3k4 + C
1+ k3k4 C
 e(k3+k4C)t
 (3.17) 
 
Como já foi referido na Secção 3.8, a intensidade do sinal de CD, IS, 
corresponde ao somatório da contribuição das espécies presentes em solução. Assim, 
para este modelo cinético de agregação tem-se que: 
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 IS = ISA 	SA
 + IA 	A
 (3.18) 
 
e substituindo as Equações 3.15 e 3.17 na Equação 3.18, a intensidade do sinal de 
CD é dado pela seguinte expressão: 
 
 IS = ISA 
k3
k4
 + C
1+ k3k4 C
 e(k3+k4C)t
 + IA C - 
k3
k4
 + C
1+ k3k4 C
 e(k3+k4C)t
   (3.19) 
 
Com a finalidade de determinar o valor das constantes de velocidade para a 
nucleação de agregados intermediários amiloidogénicos formados através de 
agregados mais pequenos (k3) e para o crescimento destes agregados até ao 
aparecimento de fibras amilóides (k4), ajustou-se a função não-linear (Equação 3.19) 
aos valores experimentais da intensidade de sinal de CD no UV-longínquo em função 
do tempo, usando o programa Origin7.0 (OriginLab Corporation). O ajuste do 
mecanismo proposto para a reacção de agregação até à formação de fibras amilóides 
da TTR-WT 16 µM aos dados experimentais está apresentado na Figura 3.21. 
 
 
Figura 3.21: Cinética de agregação de TTR-WT 16 µM, a pH 2,0 e NaCl 100 mM, seguida por CD no 
UV-longínquo a 217 nm. A linha vermelha representa o ajuste da função não-linear (Equação 3.19) 
apenas aos pontos experimentais (). Os pontos experimentais () não foram considerados para o ajuste 
da função não-linear.  
 
 
Através da Figura 3.21 verifica-se que o ajuste aos pontos experimentais com a 
função de ajuste proposta parece ser adequado, embora haja alguns pontos 
experimentais que parecem estar desviados relativamente ao perfil sigmoidal do 
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processo de agregação. Por este motivo, esses pontos não foram considerados no 
ajuste realizado. Na Tabela 3.4 encontram-se as constantes cinéticas de nucleação e 
crescimento dos agregados amiloidogénicos no processo de formação de fibras 
amilóides da proteína transtirretina normal. 
 
 
Tabela 3.4: Constantes de velocidade para a nucleação de agregados intermediários (k3) e para o 
crescimento de agregados até à formação de fibras amilóides (k4) de TTR-WT 16 µM, pH 2,0 e NaCl 
100 mM. Valores obtidos para k3 e k4 a partir do ajuste não-linear (Equação 3.19) aos pontos 
experimentais da Figura 3.21.  
 
 (dias-1) (min-1)
 
k3 6,9 x 10-4 ± 3,0 x 10-4 4,8 x 10-7 ± 2,1 x 10-7 
 (µM-1dias-1) (µM-1min-1)
 
k4 0,37 ± 0,03 2,6 x 10-4 ± 0,2 x 10-4 
 
 
Através da análise para os valores obtidos para as constantes cinéticas de 
velocidade conclui-se que a constante de nucleação (k3) é muito mais lenta que a 
constante de crescimento (k4). Estes valores das constantes cinéticas estão 
concordantes com a literatura, em que a fase de nucleação ou formação de um núcleo 
oligomérico é a fase determinante da reacção de formação de fibras amilóides  
(Rochet e Lansbury Jr, 2000; Chi et al., 2003; Chiti e Dobson, 2006). 
A Figura 3.22 ilustra a evolução da fracção molar de SA e A ao longo do tempo 
para uma concentração de TTR-WT de 16 µM e a 24 ºC, de acordo com os valores 
médios das constantes cinéticas apresentadas na Tabela 3.6. Analisando a Figura 
3.22 verifica-se que, aproximadamente ao 17º dia, a concentração é de  
50% para cada espécie em solução. Verifica-se também que ao fim de um mês de 
incubação, praticamente se consumiu toda a espécie SA, havendo quase 100% da 
espécie A.  
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Figura 3.22: Variação da fracção molar de pequenos e grandes agregados ao longo do tempo de 
TTR-WT 16 µM, a pH 2,0 e NaCl 100 mM. () representa a variação da fracção molar de pequenos 
agregados (SA) e (-   -) representa a variação da fracção molar de grandes agregados (A), ao longo do 
tempo. Os valores usados para as constantes cinéticas foram: k3 = 6,9 x 10-4 dias-1 e k4 = 0,37 µM-1dias-1.  
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A amilóide está na origem de um complexo grupo de doenças, as amiloidoses. 
Estas patologias são caracterizadas pela deposição de fibras amilóides de origem 
proteica. A Doença de Alzheimer, Polineuropatia Amiloidótica Familiar, Encefalopatias 
Espongiformes, são apenas alguns exemplos deste tipo de patologias. 
Estudos dos mecanismos de formação de amilóide apontam para que quando 
certas proteínas não se organizam correctamente ou não mantêm a estrutura nativa, 
agregam e originam fibras amilóides insolúveis, caracterizadas por um arranjo 
tridimensional em folhas-β. Isto leva a crer que o mecanismo de formação destas 
fibras amilóides seja semelhante, apesar das proteínas geradoras de fibras serem 
diferentes na sequência de aminoácidos e estrutura tridimensional. Tem sido sugerido 
que os processos de fibrilização passam pela formação de um intermediário  
não-nativo, com estrutura parcialmente desnaturada que tem tendência a agregar, 
originando as fibras amilóides. A caracterização estrutural dos intermediários e os 
caminhos da agregação permanecem por determinar detalhadamente, sendo poucos 
os dados experimentais disponíveis sobre os intermediários oligoméricos da maioria 
das proteínas amiloidogénicas. 
Este trabalho teve por objectivo descrever e caracterizar cineticamente o 
processo de agregação da proteína transtirretina até à formação de fibras amilóides. A 
identificação e caracterização das espécies envolvidas na agregação são de extrema 
importância, uma vez que pode permitir o desenvolvimento de terapias dirigidas 
especificamente a este tipo de espécies moleculares.  
O método utilizado neste trabalho para a formação de fibras amilóides da  
TTR-WT foi o método proposto por Lindgren et al. (2005), em que se procede à 
desnaturação ácida, a pH 2,0, da TTR-WT. Esta desnaturação desencadeia um 
conjunto de alterações conformacionais na proteína, promovendo a formação de 
monómeros com pouca estrutura terciária e com estrutura secundária maioritariamente 
ao acaso, ou seja, monómeros desnaturados. De facto, estes monómeros apresentam 
ainda estrutura secundária ordenada residual (27 %). A adição de NaCl 100 mM aos 
monómeros desnaturados provoca um ganho imediato de estrutura secundária do tipo 
folha-β e formação de estrutura terciária não-nativa. Segundo Lindgren et al., estas 
alterações devem-se à passagem do monómero desnaturado (U) para uma 
conformação em molten globule (MG) com capacidade para agregar (SA). Segundo os 
resultados obtidos por cromatografia de exclusão molecular acoplada a um detector 
multiangular de dispersão da luz (SEC-MALLS) no presente trabalho, estes agregados 
formados ao fim de uma hora após a adição de NaCl apresentam uma massa 
molecular média aparente de aproximadamente 380 kDa. Todos estes dados 
experimentais permitiram concluir que o processo inicial de agregação da TTR-WT 
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não se adapta a um processo simples de dois estados, mas a um processo cinético de 
três estados com a presença de um intermediário não-nativo, o molten globule: 
 U 
k1
  MG 
k2
  SA  
O valor médio das constantes de velocidade aparentes k1 e k2 obtido através do 
ajuste aos dados experimentais para TTR-WT 16 µM foi 0,47 min-1 e 0,042 min-1, 
respectivamente. Nas experiências a menor concentração de TTR-WT (2,3 µM), o 
valor médio obtido foi para k1 0,45 min-1 e para k2 0,021 min-1. Segundo estes 
resultados, pode-se constatar que a alteração do estado conformacional do monómero 
da TTR-WT é um fenómeno rápido e independente da concentração de proteína, ao 
passo que a formação dos primeiros oligómeros é um processo mais lento e 
dependente da concentração de proteína. A alteração conformacional da subunidade 
da proteína transtirretina está de acordo com os modelos de amiloidogénese que 
considera que a dissociação da TTR em espécies monoméricas parcialmente 
desnaturadas é um fenómeno fundamental no processo de fibrilogénese (Lai et al., 
1996; Quintas et al., 2001; Lindgren et al., 2005). 
No início do processo de agregação verificou-se por SEC-MALLS a formação de 
um intermediário adicional. Este intermediário é um oligómero amiloidogénico 
constituído por cerca de 6 a 10 subunidades monoméricas, sendo possivelmente o 
primeiro oligómero (SA) a formar-se no processo de agregação da TTR-WT. Este 
oligómero poderá constituir uma das unidades básicas para a construção das fibras 
amilóides. É interessante observar que estes resultados experimentais estão de 
acordo com os resultados obtidos por Correia (2005) e Silva (2006) através da técnica 
Photo Induced Cross-Linking of Unmodified Proteins (PICUP) em que observaram que 
na fase inicial do processo de agregação as espécies monoméricas da TTR-WT e 
TTR-L55P se associam uma a uma até à formação de um oligómero de 8 unidades 
monoméricas pelo menos, embora nesse trabalho as condições experimentais tenham 
sido diferentes que as condições experimentais do presente trabalho.  
Depois da formação do intermediário oligomérico amiloidogénico e de agregados 
de elevado peso molecular nas primeiras 24 horas do processo de agregação da  
TTR-WT, verificou-se por CD no UV-longínquo que se segue uma fase de nucleação 
durante vários dias. Durante esta fase há a formação de um núcleo de agregados 
intermediários amiloidogénicos de elevado peso molecular (A). Após a nucleação, 
segue-se o crescimento mais rápido dos núcleos até à formação de fibras amilóides 
maduras. Este comportamento para a formação de amilóide da TTR-WT sugere que o 
intermediário amiloidogénico de nucleação seja outra unidade básica para a 
construção de fibras amilóides. Os dados experimentais obtidos adequam-se ao 
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modelo cinético de agregação proposto por Finke-Watzky seguindo um mecanismo de 
agregação do tipo nucleação-crescimento (Morris e Finke, 2009):  
 SA 
k3
  A  
 SA + A 
k4
  2A  
O valor das constantes aparentes de velocidade k3 e k4 obtido através do  
ajuste aos dados experimentais para k3 foi 6,9 x 10-4 dias-1 e 0,37 µM-1dias-1, 
respectivamente. 
Durante o processo de agregação, nos ensaios de fluorescência e CD no  
UV-próximo, não se registaram grandes alterações da estrutura terciária da proteína, 
mantendo-se a mesma estrutura não-nativa adquirida desde a formação do molten 
globule até à formação das fibras amilóides. Isto significa que o ambiente químico em 
torno dos aminoácidos aromáticos á alterado durante o processo de agregação da 
TTR-WT, relativamente ao ambiente nativo.  
 
 
Como trabalho futuro e como complemento a estes resultados seria interessante 
fazer um estudo mais detalhado da influência da concentração de proteína na cinética 
de agregação da TTR-WT. 
Seria ainda interessante fazer estudos análogos aos levados a cabo neste 
trabalho usando uma temperatura de 37 ºC, bem como utilizar diferentes variantes da 
proteína transtirretina de modo a correlacionar as diferentes constantes cinéticas de 
todo o processo de agregação com o potencial amiloidogénico de cada variante.  
De forma a caracterizar o tamanho dos agregados e a sua morfologia ao longo 
do processo de agregação, podia-se levar a cabo um estudo detalhado ao longo do 
tempo por Microscopia Electrónica de Transmissão (TEM).  
Também seria interessante fazer ensaios de espectroscopia de Ressonância 
Magnética Nuclear (RMN) usando a proteína transtirretina com todos os aminoácidos 
marcados isotopicamente com 13C e 15N. Assim, depois da adição de sal à TTR 
desnaturada acidicamente a pH 2,0, poder-se-ia obter informação a nível da estrutura 
e dinâmica da proteína ao longo do processo de agregação. 
Actualmente, a dinâmica molecular (MD) é uma das ferramentas mais úteis na 
área da caracterização estrutural de proteínas. Desta forma, seria interessante tentar 
simular a desnaturação de espécies monoméricas a pH 2,0 por MD, de modo a avaliar 
quais as alterações estruturais que ocorrem na proteína. Depois desta primeira 
análise, poder-se-ia aumentar a força iónica do meio de modo a simular a adição de 
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NaCl, para se examinar em detalhe as alterações conformacionais associadas à 
formação da espécie monomérica em molten globule e aos pequenos agregados 
iniciais que ocorrem no processo de agregação da proteína transtirretina.  
Conjugando toda esta informação com os resultados obtidos neste trabalho, 
seria mais fácil a caracterização dos diversos passos da agregação da proteína 
transtirretina. Qualquer passo dado no sentido de entender este processo é importante 
para o desenvolvimento de novas terapias para a Polineuropatia Amiloidótica Familiar 
(PAF), Cardiomiopatia Amiloidótica Familiar (CAF) e Amiloidose Senil Sistémica 
(ASS), bem como para outras amiloidoses.  
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 Anexo I 
Tabela 5.I: Doenças humanas associadas
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Anexos 
 
 
Capítulo 5 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
- 90 - 
 
Anexos 
- 91 - 
 
Anexo II 
Tabela 5.II: Lista das variantes amiloidogénicas e não-amiloidogénicas da proteína transtirretina humana 
(Connors et al., 2003). 
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Anexo III 
Tabela 5.III: Estrutura dos aminoácidos. 
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